Etablierung einer optimierten Helferzelllinie zum Genvektortransfer in humane B-Zellen by Hettich, Eva
Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades 
der Fakultät für Chemie und Pharmazie 






Etablierung einer optimierten Helferzelllinie  
















Diese Dissertation wurde im Sinne von §13 Abs. 3 bzw. 4 der Promotionsordnung vom 
29. Januar 1998 von Prof. Dr. Wolfgang Hammerschmidt betreut und von Prof. Dr. 









München, den 07. November 2006 
 
 




Dissertation eingereicht am 30. Juni 2006 
1. Gutachter: Prof. Dr. Wolfgang Hammerschmidt 
2. Gutachter: Prof. Dr. Horst Domdey 
Tag der mündlichen Prüfung: 07. November 2006 
 
  
Teile dieser Arbeit wurden veröffentlicht:  
 
 
Hettich, E., Janz, A., Zeidler, R., Pich, D., Hellebrand, E., Weissflog, B., Moosmann, A. 
and Hammerschmidt, W. (2006) Genetic design of an optimized packaging cell line for 










für meine Eltern, meine Oma 
und Christian 
 Inhaltsverzeichnis  
 
1 Einleitung..................................................................................................................1 
1.1 Virale Genvektoren als Gentransfersysteme ..............................................2 
1.2 Die Familie der Herpesviren .......................................................................4 
1.2.1 Das Epstein-Barr-Virus...............................................................................5 
1.2.2 Der Vermehrungszyklus von EBV ..............................................................7 
1.2.3 EBV-basierte Verpackungszelllinie...........................................................10 
1.3 Maligne Lymphome ..................................................................................13 
1.3.1 Chronisch-Lymphatische Leukämie der B-Zellen .....................................13 
1.4 Das Immunsystem....................................................................................15 
1.4.1 Angeborene Immunantwort ......................................................................15 
1.4.2 Erworbene Immunantwort.........................................................................15 
1.5 Gentherapie der Chronisch-Lymphatischen Leukämie.............................17 
1.5.1 Zelluläre Defekte der Chronisch-Lymphatischen Leukämie......................17 
1.5.2 Aktivierung der Immunantwort durch CD40L-Stimulierung.......................18 
1.6 Aufgabenstellung......................................................................................20 
2 Material ...................................................................................................................22 
2.1 Zelllinien und Bakterienstämme................................................................22 
2.1.1 Zelllinien und andere Zellen......................................................................22 
2.1.2 E. coli-K12-Bakterienstämme ...................................................................24 
2.2 Plasmide...................................................................................................24 
2.2.1 Expressionsplasmide und Genvektoren ...................................................24 
2.2.2 maxi-EBV-Plasmide..................................................................................27 
2.3 Oligodesoxynukleotide .............................................................................27 
2.4 Enzyme, Proteine und Antikörper .............................................................29 
2.5 Chemikalien, Standards und Kits..............................................................30 
2.6 Zellkulturmedien .......................................................................................33 
2.6.1 Medien für prokaryontische Zellen............................................................33 
2.6.2 Medien für eukaryontische Zellen.............................................................34 
2.7 Stammlösungen und Puffer ......................................................................34 
2.8 Sonstiges Material ....................................................................................37 
2.9 Geräte und Software ................................................................................39 
 Inhaltsverzeichnis  
 
3 Methoden ................................................................................................................42 
3.1 Bakterienkultur..........................................................................................42 
3.1.1 Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterien ........................................42 
3.1.2 Transformation und Elektroporation von E. coli ........................................42 
3.1.2.1 Transformation .........................................................................................42 
3.1.2.2 Elektroporation .........................................................................................43 
3.2 Zellkultur und Arbeiten mit Viren...............................................................43 
3.2.1 Grundtechniken der Zellkultur...................................................................43 
3.2.1.1 Zellkulturbedingungen ..............................................................................43 
3.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl ..........................................................................44 
3.2.1.3 Lagerung von Zellen über längere Zeiträume...........................................45 
3.2.1.4 Isolation von humanen primären Lymphozyten aus Vollblut oder  
Gewebe ....................................................................................................45 
3.2.2 Transfektion und Virusaufarbeitung..........................................................46 
3.2.2.1 Stabile Transfektion von Zellen und Selektion stabiler Zellklone mit 
Hygromycin...............................................................................................46 
3.2.2.2 Transiente Transfektion und Generierung infektiöser Viruspartikeln ........46 
3.2.2.3 Konzentration von Virusüberständen........................................................47 
3.2.3 Infektion mit Virusüberständen und Infektionsinhibierung ........................47 
3.2.3.1 Infektion von Zellen für Immunfluoreszenz-Analyse oder 
Durchflusszytometrie (FACS) ...................................................................47 
3.2.3.2 Infektion von primären B-Zellen mit maxi-EBVs zur Bestimmung der 
Immortalisierungseffizienz ........................................................................48 
3.2.4 Zellanalysen .............................................................................................49 
3.2.4.1 Immunfluoreszenz-Färbung......................................................................49 
3.2.4.2 Durchflusszytometrie ................................................................................49 
3.2.4.3 Nachweis der IFN-γ-Produktion nach spezifischer Stimulierung der  
T-Zellen mittels ELISA..............................................................................50 
3.2.4.4 Konfokale Lasermikroskopie.....................................................................50 
3.3 DNA-Arbeitstechniken ..............................................................................51 
3.3.1 Präparative Plasmidreinigung...................................................................51 
3.3.1.1 Aufreinigung von Plasmiden ohne Endotoxine .........................................51 
3.3.1.2 Präparation von EBV-Plasmid-DNA aus E. coli ........................................51 
 Inhaltsverzeichnis  
 
3.3.2 Homologe Rekombination in E. coli zur Konstruktion von maxi-EBV-
Mutanten...................................................................................................52 
3.3.3 Isolierung genomischer DNA aus primären B-Zellen................................52 
3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ...........................................................52 
3.3.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegel-Elektrophorese...53 
3.3.6 Southern-Blot-Hybridisierung....................................................................53 
3.3.7 Plasmid-Rückgewinnung ..........................................................................54 
3.3.8 Konstruktion der Genvektoren ..................................................................54 
3.3.8.1 Genvektor p2924 ......................................................................................55 
3.3.8.2 Genvektoren p3100 und p3326 ................................................................55 
3.3.8.3 Genvektoren p3303 und p3304 ................................................................56 
3.3.8.4 Genvektor p3460 ......................................................................................56 
4 Ergebnisse..............................................................................................................57 
4.1 Generierung der optimierten Verpackungszelllinie  293-VII+....................57 
4.1.1 Klonierung des maxi-EBV-Helfergenoms p2831 ......................................58 
4.1.1.1 Homologe Rekombination der maxi-EBV-Plasmide in E. coli ...................59 
4.1.1.2 Genealogie der maxi-EBV-Plasmide ........................................................59 
4.1.1.3 Bestätigung des maxi-EBV-Helfergenoms................................................61 
4.1.2 Etablierung einer stabilen optimierten Verpackungszelllinie .....................66 
4.1.3 Optimierung der Verpackungseffizienz der Verpackungszelllinie .............69 
4.1.4 Verifizierung des maxi-EBV-Genoms der Verpackungszelllinie  
293-VII+....................................................................................................71 
4.1.5 Infektion von primären B-Zellen mit rekombinanten EBV-Partikeln zur 
Bestimmung der Transformationseffizienz................................................73 
4.2 Transduktion.............................................................................................75 
4.2.1 Verpackung von EBV-basierten Genvektoren durch 293-VII+..................75 
4.2.1.1 Transfektion und Virusproduktion .............................................................76 
4.2.1.2 Genvektoren .............................................................................................80 
4.2.1.2.1 Klonierung des therapeutischen Genvektors mit hCD40L ........................80 
4.2.1.2.2 Kontroll-Genvektoren................................................................................83 
4.2.1.3 Klonierung des E. coli-Stammes DH10B Ampr/Tetr(amber)......................85 
 Inhaltsverzeichnis  
 
4.2.2 Infektion von B-Zelllinien und humanen B-Zellen mit rekombinanten 
Viruspartikeln generiert mit 293-VII+ ........................................................86 
4.2.2.1 Infektion unterschiedlicher B-Zelltypen.....................................................87 
4.2.2.2 Infektion mit CD40L ..................................................................................89 
4.2.2.3 T-Zell-Assay mittels Interferon-γ-ELISA....................................................91 
4.2.3 Exosomen.................................................................................................93 
4.2.3.1 Vergleich der Infektionseigenschaften von rekombinantem EBV und 
Exosomen.................................................................................................96 
4.2.3.2 Mikroskopische Analyse des Übertrags durch Exosomen........................98 
4.2.3.3 Immunantwort gegen das CMV-Protein pp65...........................................99 
5 Diskussion ............................................................................................................102 
5.1 Berücksichtigung aller sicherheitsrelevanten Aspekte bei der  
Konstruktion der Verpackungszelllinie 293-VII+ .....................................103 
5.1.1 Genetische Modifizierung des Helfergenoms p2831 ..............................103 
5.1.2 Etablierung der optimierten Verpackungszelllinie 293-VII+ ....................104 
5.2 B-Zell-spezifische Transduktion..............................................................106 
5.2.1 Rekombinante EBV-Partikel aus der optimierten Verpackungszelllinie 
infizieren B-Zellen...................................................................................106 
5.2.2 Exosomen übertragen Fremdproteine auf B-Zellen................................108 
5.3 Ausblick ..................................................................................................111 
6 Zusammenfassung ..............................................................................................112 
7 Abkürzungen ........................................................................................................114 
8 Literaturverzeichnis .............................................................................................118 
 
 
 Einleitung 1 
 
1 EINLEITUNG  
Zehn Jahre nachdem James Watson und Francis Crick die Struktur der DNA aufgeklärt 
hatten, legte der amerikanische Wissenschaftler und spätere Nobelpreisträger Joshua 
Lederberg mit seiner Idee, menschliche Zellen auf chromosomaler Ebene gezielt zu 
verändern, 1963 den Grundstein für die Gentherapie (Lederberg, 1963). Seither wird 
daran gearbeitet, geeignete Gentransfersysteme zu entwickeln.  
In der Gentherapie sind zwei Fragen von zentraler Bedeutung: Wie spezifisch lässt sich 
der genetische Defekt einer Erkrankung verändern? Und wie stabil bleibt das 
therapeutische Gen in der Zielzelle? Monogene Erkrankungen, wie etwa die 
Immunschwächekrankheit SCID-X1, ließen sich prinzipiell durch Gentherapie gezielt 
behandeln, aber die Mehrzahl der Erkrankungen mit genetischem Hintergrund werden 
von mehr als einem defekten Gen verursacht. Selbst wenn ein passender 
therapeutischer Ansatz gefunden ist, muss das therapeutische Gen die Zielzelle 
erreichen. Für diesen Transport von Genen in humane Zellen wurden sehr früh virale 
Gentransfersysteme etabliert. Da Viren selbst Krankheiten hervorrufen können, müssen 
sie für klinische Anwendungen „entschärft“ werden, aber dennoch die Fähigkeit und 
Kapazität behalten, Zellen zu infizieren und therapeutisch relevante Gene zu 
transportieren. Ein häufiges Problem ist dabei die Herstellung dieser rekombinanten 
Viren ohne Verunreinigung durch Wildtypvirus. Deshalb müssen je nach Art des 
verwendeten Virusvektors geeignete Verpackungszelllinien als Helfersysteme 
entwickelt werden.  
Unter den möglichen Viren fällt das zur Familie der Herpesviren gehörende Epstein-
Barr-Virus (EBV) durch einige interessante Eigenschaften auf. So ermöglicht die 
Fähigkeit zur latenten Infektion eine episomale und stabile Weitergabe des EBV-
Genoms an die Tochterzellen ohne Integration in die chromosomale DNA. Ein 
ausgeprägter B-Zelltropismus erhöht zusätzlich die Sicherheit eines zielgerichteten 
Gentransfers. In Vorarbeiten konnte bereits die erste auf EBV-basierte 
Verpackungszelllinie etabliert werden (Delecluse, 1999). Für mögliche klinische 
Anwendungen galt es nun, unter Berücksichtigung aller sicherheitsrelevanten Aspekte, 
eine optimierte Verpackungszelllinie zu generieren. Die Genvektoren, die damit 
hergestellt werden, könnten etwa bei einer Gentherapie gegen die Chronisch-
Lymphatische Leukämie der B-Zellen (B-CLL) eingesetzt werden.  
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1.1 Virale Genvektoren als Gentransfersysteme  
Ein Transgen kann entweder auf viralem Weg oder auf nicht-viralem in eine 
eukaryontische Zielzelle übertragen werden. Nicht-viraler Gentransfer erfolgt mit freier 
Plasmid-DNA durch Elektroporation und Mikroinjektion direkt in die Zelle oder durch 
DNA, die mit kationischen Lipiden oder Polymeren komplexiert wird, über Endozytose 
(Gresch, 2004, Li, 2001, Niidome, 2002). Größter Nachteil der nicht-viralen Methoden 
ist die allgemein geringe Transfektionsineffizienz in vivo besonders bei primären Zellen, 
eine hohe Zellsterblichkeit sowie bei einem Endozytose-abhängigen Transfer die 
Abhängigkeit vom Zellzyklus, wodurch eine ausreichende Aufnahme und Expression 
des Transgens in einer großen Anzahl von Zielzellen nicht gewährleistet ist.  
Viren bestehen nur aus Nukleinsäure und Kapsid, einige Arten wie die Herpesviren 
besitzen um das Kapsid aus Proteinen zusätzlich eine Hülle, die aus zellulär 
abgeleiteten Membranen gebildet wird. Viren besitzen keinen eigenen Stoffwechsel, für 
ihre Vermehrung brauchen sie die Unterstützung lebender Zellen. Diese Bedingung hat 
Viren im Laufe der Evolution optimal angepasst, ihre Abhängigkeit resultiert in einer 
sehr hohen Infektionseffizienz.  
Je nach Erkrankung kann es erwünscht sein, dass sich das therapeutische Gen in das 
Genom der Zelle integriert. Dadurch wird es nach der Zellteilung an die Tochterzelle 
weitergegeben und das Genprodukt kann über längere Zeit exprimiert werden. Ohne 
Integration in das Chromosom der Zielzelle dünnt sich das therapeutische Gen im 
Regelfall nach mehreren Zellteilungen aus. Außerdem muss sichergestellt werden, dass 
therapeutische Proteine an der richtigen Stelle in der richtigen Konzentration 
synthetisiert und Gene nicht etwa durch Methylierung abgeschaltet werden (Calos, 
1996).  
Von ersten Erfolgen auf dem Gebiet der Gentherapie konnten im Jahr 2000 Pariser 
Ärzte berichten, als Kleinkinder mit der bislang unheilbaren Immunschwächekrankheit 
SCID-X1, die Betroffene in ein steriles Isolierzelt zum Schutz vor Infektionen verbannt, 
geheilt wurden (Cavazzana-Calvo, 2000). Als Genfähren wurden modifizierte Retroviren 
benutzt. Drei der 18 behandelten Kinder entwickelten jedoch binnen zwei Jahren eine 
Leukämie (Check, 2002), ein Junge verstarb. Ursache für diese Leukämien war die 
Integration des therapeutischen Genvektors in unmittelbarer Nähe des Promotors des 
Proto-Onkogens LMO-2, wodurch dieses aktiviert wurde (Hacein-Bey-Abina, 2003). 
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Aber auch das Transgen selbst ist in Verdacht geraten, T-Zell-Leukämie zu 
verursachen. Retroviren werden sehr häufig als Gentransfersystem eingesetzt, da sie 
mit etwa 9kb Größe eine einfache Genomstruktur und eine überschaubare Anzahl an 
Genen besitzen. Dies erleichtert die Konstruktion einer geeigneten 
Verpackungszelllinie, die das Helfergenom und das therapeutische Plasmid beinhalten 
muss (Miller, 2000). Das Helfergenom kann direkt auf das Wildtyp-Provirus aufbauen, in 
dem die Verpackungssignale deletiert wurden. Es synthetisiert die für Viruspartikel 
essenziellen Kapsid- und Hüllproteine, sowie die für die Replikation benötigte Reverse 
Transkriptase. Das Plasmid enthält die bis zu 8kb große therapeutische 
Expressionskassette und die regulatorischen cis-Elemente, zu denen die 
Verpackungssignale gehören. Dadurch wird sichergestellt, dass nur das therapeutische 
Plasmid, nicht aber das Helfergenom in Viruspartikel verpackt wird. Modernere 
retrovirale Verpackungszelllinien basieren auf einzeln integrierte Expressionskassetten, 
die für die viralen Kapsid-, Hüll- und Nichtstrukturproteine kodieren. Bis auf lentivirale 
Retroviren infizieren die meisten Retroviren nur proliferierende Zellen und integrieren 
dort ins Zellgenom (Kalpana, 1999, Kay, 2001, Miller, 1990, Roe, 1993). Dies 
gewährleistet einerseits eine gleichbleibende Expression des Transgens über einen 
langen Zeitraum, andererseits kann eine unbeabsichtigte Aktivierung von benachbarten 
Genen nicht ausgeschlossen werden kann, wie im Fall der SCID-X1-Gentherapie 
(Cavazzana-Calvo, 2000, Check, 2002).  
Anders als Retroviren infizieren Adenoviren effizient auch ruhende Zellen verschiedener 
Gewebe (Benihoud, 1999, Hitt, 1997, Kovesdi, 1997). Mit adenoviralen Vektoren lassen 
sich therapeutische Gene mit bis zu 30kb Größe transportieren. 1996 wurde erstmals 
eine auf Adenovirus-basierte Verpackungszelllinie für den gentherapeutischen Ansatz 
gegen die Chronisch-Lymphatische Leukämie der B-Zellen veröffentlicht (Cantwell, 
1996). Mittlerweile wurden für gentherapeutische Anwendungen beinahe alle Virusgene 
durch zelluläre Gene ersetzt (Christ, 2000, Gorziglia, 1999, Lusky, 1998) und ein 
Helfersystem entwickelt (Catalucci, 2005, Morsy, 1999). Da Adenoviren auch episomal 
ohne Integration in der Zelle persistieren können, ist es schwierig, die optimale Dosis zu 
finden. Mit Adenovirus-basierten Gentherapien konnten bereits Erfolge verbucht werden 
(Balague, 2000, Morral, 1999, Morral, 1998), nach einer in vivo-Injektion verstarb 
allerdings der 18-jährige Jesse Gelsinger 1999 an einer toxischen Überdosis  
(3,8x1013 Viruspartikel). Neuere Vektoren mit Deletionen in einigen viralen Genen sind 
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besser verträglich (Lundstrom, 2003, Schiedner, 1998), durch hybride Vektoren aus 
Adeno- und Adeno-assoziierten Viren ist nun auch eine verlässliche aber ungerichtete 
chromosomale Integration möglich (Lieber, 1999).  
Herpesviren galten lange Zeit als zu groß und daher zu komplex, um als 
Gentransfersystem zu dienen. Indessen ermöglicht es gerade die Genomgröße von bis 
zu 250kb, therapeutische DNA-Abschnitte von mehr als 100kb aufzunehmen 
(Hammerschmidt, 1988b). Somit können ganze Genloci mit ihren regulatorischen 
Elementen in Zielzellen übertragen werden. Diese nicht-viralen Sequenzen können 
koordiniert oder simultan exprimiert werden (Krisky, 1998). Da Herpesviren wie EBV 
nach Primärinfektion latent und episomal in der humanen Wirtszelle persistieren, ist 
eine Weitergabe an die Tochterzellen ohne Integration möglich. Von Vorteil kann auch 
das enge Wirts- und Zellspektrum von EBV sein.  
Obwohl EBV mit einigen Krebserkrankungen in Verbindung gebracht wird (siehe Kapitel 
1.2.1), hofft man, mit einem sicheren EBV-basierten Vektorsystem die durch andere 
virale sowie nicht-virale Vektorsysteme schwer zugänglichen humanen B-Lymphozyten 
gentherapeutisch behandeln zu können (Buschle, 1990). Die Onkogene von EBV sind 
bekannt, das Risiko der Transformation kann durch deren Deletion eliminiert werden. 
Ein wichtiger Schritt auf dem Weg zu einem EBV-Genvektorsystem war die 
Konstruktion einer Verpackungszelllinie, die EBV-Genvektoren in eine Hülle verpackt 
(Delecluse, 1999). Voraussetzung hierfür war die Klonierung des gesamten EBV-
Genoms in einen bakteriellen Vektor. Entbehrliche und potentiell gefährliche Gene 
können nun einfach deletiert werden. Rekombinantes EBV lässt sich somit in 
ausreichenden Mengen und hohen Konzentrationen herstellen.  
1.2 Die Familie der Herpesviren  
Herpesviren gehören mit einem Durchmesser von 100 bis 130nm zu den größten Viren. 
Sie werden aufgrund ihrer Pathogenität, der Zelltypen, die sie infizieren, und ihrer 
Vermehrungseigenschaften in drei Unterfamilien (α-, β- und γ-Herpesviren) eingeteilt. 
EBV ist eines der beiden bekannten humanen Herpesviren der γ-Unterfamilie. Das 
Cytomegalovirus (CMV), welches einen Vertreter der β-Unterfamilie darstellt, besitzt mit 
bis zu 250kb das größte Herpesvirusgenom. Alle Herpesviren heben sich durch ein 
besonders komplexes Verhalten bei der Infektion von vielen anderen Viren ab. Nach 
primärer Infektion persistieren alle den Menschen befallenden Herpesviren lebenslang 
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meist asymptomatisch im infizierten Wirt. Dabei werden unterschiedliche Organsysteme 
des Menschen latent infiziert.  
Alle bekannten humanen Herpesviren haben ein doppelsträngiges, sehr komplexes 
DNA-Genom von 100 bis 250kb, die für bis zu 230 Gene kodieren. Die virale, lineare 
DNA ist in ein inneres Nukleokapsid eingebaut, einen Ikosaeder aus verschiedenen 
Proteinen. Beim Austritt aus der Wirtszelle wird das Nukleokapsid umhüllt mit 
Zytoplasmamembran der Zelle, in der sich verschiedene virale Glykoproteine 
eingelagert haben. Zwischen Hülle und Kapsid liegt bei Herpesviren das Tegument, 
eine Ansammlung zahlreicher Proteine, über deren Funktion wenig bekannt ist. 
Herpesviren vermehren sich nach Adsorption, Phagozytose und dem Enthüllen, wobei 
Hüllmembran und Kapsid abgebaut werden, im Zellkern der Wirtszelle. Nach der 
Maturierung werden neue Viren ausgeschleust und dabei wieder umhüllt (siehe auch 
Kapitel 1.2.2).  
1.2.1 Das Epstein-Barr-Virus  
Das Epstein-Barr-Virus zeichnet sich durch einen extrem engen Wirts- und 
Zelltropismus aus. Infiziert werden humane Epithelzellen in Schleimhäuten von Nase, 
Hals und Rachen, sowie mit weitaus höherer Effizienz B-Lymphozyten. Innerhalb der 
Familie der Säugetiere können allein nahe verwandte Primaten infiziert werden. Daher 
sind Tiermodellversuche derzeit nur sehr begrenzt möglich. 
EBV wurde 1964 zum ersten Mal von Anthony Epstein und Yvonne Barr in London 
beschrieben. Sie hatten das Virus aus den Zellen des Burkitt-Lymphoms isoliert 
(Epstein, 1964). Seit 1968 ist bekannt, dass EBV der Erreger der Infektiösen 
Mononukleose, nach dem Kinderarzt Emil Pfeiffer auch Pfeiffersches Drüsenfieber 
genannt, ist (Henle, 1967). EBV ist weltweit verbreitet, bislang kann eine EBV-bedingte 
Erkrankung nur symptomatisch behandelt werden.  
Eine Übertragung findet durch Tröpfcheninfektion bei engem Kontakt statt. Zuerst wird 
das Virus von Epithelzellen phagozytiert, dort kommt es zu einer intensiven 
Vermehrung der Viren sowie zum Befall von B-Lymphozyten (Nemerow, 1989, Thorley-
Lawson, 1996). Die akute Phase der Infektion geht mit einer massiven Proliferation der 
B-Lymphozyten einher, die zu einer starken T-Zellaktivierung und damit zu den 
klinischen Symptomen, wie Schwellung der Lymphknoten am Hals gekoppelt mit 
Fieber, führt. Bei Menschen mit einer intakten Immunabwehr werden die infizierten  
 Einleitung 6 
 
B-Lymphozyten durch die zytotoxischen T-Lymphozyten weitgehend beseitigt und so 
die Erkrankung überwunden. Dennoch tragen alle Infizierte nach überstandener 
Krankheit lebenslang EBV+ B-Lymphozyten und Antikörper gegen EBV im Blut. 
Außerdem scheiden seropositive Menschen lebenslang Viren, die die Epithelzellen der 
Schleimhaut infiziert haben und dort regelmäßig lytisch replizieren, mit dem Speichel 
aus (Gerber, 1972). Die infizierten B-Zellen proliferieren nicht mehr und werden somit 
vom Immunsystem nicht detektiert (Kieff, 1996). Durchschnittlich eine von 105 B-Zellen 
im peripheren Blut eines gesunden seropositiven Menschen ist latent mit EBV infiziert 
(Kieff, 2001, Rickinson, 2001). Dabei liegt das Genom als histonbepacktes, episomales 
Plasmid in mehreren Kopien im Zellkern vor.  
Je höher die hygienischen Standards, desto später kommen Menschen mit EBV 
erstmals in Kontakt. Im frühen Kindesalter verläuft die Infektion meist inapparent, nur 
wenige Menschen erkranken schwer (Faulkner, 2000). 90% der über Dreißigjährigen in 
Deutschland sind mit EBV infiziert. Eine Reaktivierung zum lytischen Infektionszyklus 
mit Bildung infektiöser Partikel ist möglich, jedoch bleibt sie im Gesunden symptomlos 
(Liebowitz, 1998). Bei Patienten mit geschwächter Immunabwehr, zum Beispiel nach 
HIV-Infektion, einer Immunsuppression nach Organtransplantation oder bei 
angeborenen Immundefekten, kann es in Folge der unkontrollierten Vermehrung der  
B-Lymphozyten zur Entwicklung von Lymphomen kommen, die später maligne entarten 
können.  
In vivo sind einige humane Tumore bekannt, die kausal mit EBV assoziiert werden 
(Liebowitz, 1998, Niedobitek, 1999, Rickinson, 1996, Rickinson, 2001). Man nimmt an, 
dass EBV als Kofaktor an der Entstehung des Burkitt-Lymphoms beteiligt ist (Rowe, 
1992). Diese Tumorerkrankung des lymphatischen Systems meist im Ober- bzw. 
Unterkiefer kommt vorwiegend bei jungen Menschen in Zentralafrika vor. Ebenso wird 
das Nasopharynxkarzinom mit EBV in Zusammenhang gebracht. Diese Krebsart, die 
die Schleimhäute und die lymphatischen Gewebe im Nasen- und Rachenraum betrifft, 
ist in Südostasien und China sehr verbreitet. Auch in Hodgkin-Lymphom-Zellen findet 
man EBV (Rickinson, 1996). Nach Analyse verschiedener EBV-Stämme aus 
unterschiedlichen Infektionen geht man davon aus, dass keine krankheitsspezifischen 
Subtypen existieren (Bornkamm, 1980). Das Genom des EBV-Stammes B95-8 wurde 
als erstes vollständig kloniert und sequenziert, da die B95-8-Zellllinie mehr Virus 
produzierte als andere damals bekannte EBV-Zelllinien (Baer, 1984, Miller, 1972, 
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Skare, 1980). Das B95-8-Genom umfasst 172kb, die für etwa 90 verschiedene Proteine 
kodieren und ist der Standard-EBV-Stamm, im späteren Verlauf auch als Wildtyp-EBV 
bezeichnet. Primäre B-Zellen, die in vitro mit EBV infiziert und zur Proliferation aktiviert 
wurden, nennt man lymphoblastoide Zelllinien (LCL) (Henle, 1967, Pope, 1968, 
Rickinson, 2001). LCLs exprimieren die sechs EBV-nukleären Antigene (EBNA)-1, -2,  
-3A, -3B, -3C und -LP, sowie die drei latenten Membranproteine (LMP)-1, -2A und -2B. 
Diese Transformation von ruhenden primären B-Zellen durch EBV ist einzigartig und 
stellt ein klassisches Modellsystem für die Proliferationskontrolle von Zellen in vitro dar.  
1.2.2 Der Vermehrungszyklus von EBV  
Das zelluläre Oberflächenmolekül CD21, auch Komplementrezeptor CR2 genannt, ist 
der dominante Rezeptor, an den das virale Glykoprotein gp350/220 (gp350) bindet, 
welches wiederum den überwiegenden Teil der Infektiösität von EBV vermittelt 
(Nemerow, 1989, Nemerow, 1987, Nemerow, 1985). Der Eintritt von EBV in die 
Wirtszelle ist in Abb. 1 dargestellt.  
 
Abb. 1 Eintritt von EBV in die Wirtszelle  
Nach Adsorption mittels Bindung von gp350/220 (gp350) an CD21 und Internalisierung 
in die Zytoplasmamembran der Wirtszelle wird EBV ins Zytoplasma freigesetzt und 
wandert entlang des Zytoskeletts zum Zellkern. An einer Kernpore gelangt die virale 
DNA aus dem Kapsid in den Kern. Nach Zirkularisierung an den terminalen repetitiven 
Verpackungssignalen (TR) der linearen DNA transkribiert die Wirtszelle das virale 
Genom in rotierendem Mechanismus (rolling circle).  
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Da die Replikation im Zellkern stattfindet, wandert das Virus mit Hilfe der 
Nukleoproteine am Zytoskelett entlang zum Kern. Dort lagert es sich an eine Kernpore, 
streift das Kapsid ab und die lineare Nukleinsäure gelangt in den Kern. Über die 
terminalen repetitiven Verpackungssignale wird die doppelsträngige virale DNA 
zirkularisiert. Wahrscheinlich verläuft die DNA-Synthese unidirektional über den so 
genannten rolling circle-Mechanismus ab. Die Zelle beginnt, das virale Erbgut zu 
amplifizieren. Dabei entstehen Genom-Konkatemere, die an den TR geschnitten 
werden. Die für das Virus nötigen Bausteine werden synthetisiert, Strukturproteine für 
Viruspartikel und Nicht-Strukturproteine für die Replikation gebildet.  
Nach der Reihenfolge des Auftretens ihrer Genprodukte werden lytische Gene als sehr 
frühe (immediate-early), frühe (early) oder späte (late) Gene bezeichnet. Die sehr 
frühen Gene kodieren meist für Transkriptionsfaktoren, die die nachfolgenden Gene 
direkt oder indirekt induzieren. Das virale Genprodukt BZLF1 gehört dazu und bindet 
am lytischen Replikationsursprung (oriLyt), von dem aus die Replikation des viralen 
Genoms erfolgt (Countryman, 1985, Hammerschmidt, 1988a). Virale Proteine, die im 
Zytoplasma synthetisiert worden sind, gelangen in den Zellkern zurück. Aus den so 
gebildeten Bausteinen werden neue Viren im Zytoplasma einzeln in Kapside 
zusammengebaut. Im finalen Stadium der Reifung werden die viralen Partikel durch 
Modifizierung der Kapsid-Vorläuferproteine oder Konformationsänderung infektiös.  
Die Hülle von EBV wird vermutlich von der inneren Kernmembran gebildet, die auch 
virale Hüllproteine enthält, welche inkorporiert und später glykosyliert werden. 
Viruspartikel akkumulieren zwischen äußerer und innerer Membran und werden in 
Vesikeln durch das Zytoplasma an die Zelloberfläche transportiert. Eventuell kann EBV 
auch in das Endoplasmatische Retikulum knospen. In diesem Fall werden virale Partikel 
mittels intrazellulärer Membranen über den Golgi-Apparat in Vesikel geschleust. Diese 
werden dann an die Zytoplasmamembran gebracht, mit der sie fusionieren. Es kann 
sein, dass EBV die Hülle vor dem Ausschleusen einmal wechselt, in diesem Fall wird 
die endgültige Hülle durch Knospung an der Zytoplasmamembran gebildet (Gong, 
1990). Darauf wird das Virus aus der Zelle freigesetzt. Mit der Freisetzung der Viren 
stirbt die Zelle.  
Das Ausschleusen wird immer gesteuert von viralen Proteinen, eventuell initiiert eine 
hohe lokale Konzentration an viralen Proteinen und Genom-Moleküle diesen Vorgang. 
Häufig werden diese Produkte in Vesikeln und anderen subzellulären Strukturen 
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gesammelt, die als Einschlusskörperchen im Lichtmikroskop sichtbar sind. Auch eine 
hohe Konzentration von Syntheseprodukten, etwa Hüllproteinen, an der Zellmembran 
starten das Knospen, auch budding genannt. In der Literatur ist der Austritt einiger Viren 
in den Zusammenhang mit Exosomen gebracht worden (Flanagan, 2003, Gould, 2003, 
Masciopinto, 2004, Nguyen, 2003, Vazirabadi, 2003). Exosomen sind kleine mit 
Proteinen gefüllte Membranvesikel endosomalen Ursprungs, die im Zytoplasma vieler 
Zellen von multivesikulären Körperchen eingeschlossen und nach deren Fusion mit der 
Zytoplasmamembran in vivo und in vitro sezerniert werden (Février, 2004, Johnstone, 
1987, Pisitkun, 2004, Thery, 2002a, Thery, 2002b, Vazirabadi, 2003). Exosomen 
transportieren bestimmte Proteine in ihrem Inneren (Hicke, 2001a, Hicke, 2001b, 
Johnstone, 1987, Katzmann, 2001, Pisitkun, 2004, Thery, 2002a, Thery, 2002b, 
Vazirabadi, 2003). Eventuell wird das Knospen von Viren durch Entstehung von 
Exosomen erleichtert (Gould, 2003).  
EBV bevorzugt nach Primärinfektion die latente Phase in den B-Zellen des infizierten 
Wirtes. Im Zellkern einer infizierten Zellen liegt das virale Genom als 
extrachromosomales Episom in zwei bis 250 Kopien vor (Metzenberg, 1990, Sugden, 
1979). Dabei repliziert die virale DNA synchron zum Zellzyklus über den plasmidalen 
Replikationsursprung (oriP), der cis-aktiv mit dem Zellgenom interagiert. Die wenigen 
viralen Proteine, die in dieser latenten Phase exprimiert werden, werden für die 
Immortalisierung der infizierten Zellen und für die stabile Weitergabe des viralen 
Genoms an die Tochterzelle benötigt (Davenport, 1999, Hammerschmidt, 1989, 
Tomkinson, 1993, Yates, 1991). In vitro werden in dieser Phase nur 11 virale latente 
Gene exprimiert. Daraus entstehen die EBV-nukleären Antigene EBNA-1, -2, -3A, -3B,  
-3C und -LP, sowie die latenten Membranproteine LMP-1, -2A und -2B. Im Gegensatz 
zu LCLs werden in der latenten Phase noch EBER1 und EBER2, zwei nicht 
polyadenylierte RNAs, transkribiert. EBNA1 bindet an oriP und ist dafür zuständig, dass 
das virale Genom in latent infizierten Zellen episomal erhalten bleibt (Yates, 1985).  
Der Mechanismus in latent infizierten Zellen, der in vivo zu einer Reaktivierung des 
lytischen Zyklus führt, ist selten und wird vermutlich über methylierte Motive vermittelt 
(Bhende, 2004). Durch chemische Reagenzien wie Natrium-Butyrat oder Phorbolester, 
12-O-Tetradecanocyl-Phorbol-13-Azetat (TPA) kann der lytische Zyklus induziert 
werden, das virale Genprodukt BZLF1 ist dabei essenziell (zur Hausen, 1978). Die 
Eigenschaften der latenten Infektion und einer möglichen Induktion durch BZLF1, sowie 
 Einleitung 10 
der cis-trans-Aktivität von EBV wurden bei der Etablierung einer stabilen 
Verpackungszelllinie ausgenutzt.  
1.2.3 EBV-basierte Verpackungszelllinie  
Durch den Einbau eines prokaryontischen F-Plasmids und des Chloramphenicol-
Resistenzgens in das Genom des B95-8-Stammes ist es gelungen, das virale Genom in 
E. coli selektiv zu klonieren. Beliebige EBV-Proteine können nun genetisch manipuliert 
werden (Delecluse, 1998). Dieses maxi-EBV-Genom genannte Konstrukt wurde 
zusätzlich mit einer Hygromycin-Resistenz (Hygr) und dem Gen für das verstärkt grün 
fluoreszierende Protein (eGFP, enhanced green fluorescence protein) unter Kontrolle 
des CMV-Promotors ausgestattet. Die Karte des maxi-EBV-Plasmids p2089 ist in  
Abb. 2 dargestellt.  
 
Abb. 2 Karte des maxi-EBV-Plasmids p2089  
Die eingefügte prokaryontische Kassette trägt den F-Faktor für die Amplifikation in  
E. coli und das Chloramphenicol-Resistenzgen (Cmr) für eine erfolgreiche Selektion in 
Bakterien. Das eGFP-Gen und das Hygromycin-Resistenzgen (Hygr) erlauben eine 
Selektion in eukaryontischen Zellen. Nach BamHI-Verdau wurde das Genom 
buchstäblich nach den Fragment-Längen eingeteilt.  
Mit diesem Genom wurden humane embryonale Nierenzellen (293HEK, human 
embryonic kidney cells) transfiziert. So entstand die Zelllinie 293-2089, die nach 
 
 Einleitung 11 
 
Induktion in der Lage ist, infektiöse, eGFP-kodierende Viren zu produzieren. Diese 
zeigen Wildtyp-Eigenschaften, sie sind in der Lage, B-Zellen zu transformieren. Das 
Plasmid kann sowohl in E. coli als auch in eukaryontischen Zellen replizieren.  
Zur Verpackung von EBV-basierten Genvektoren ist ein Helfersystem nötig, welches 
das Verpacken von rekombinanten viralen Vektoren ermöglicht. Gleichzeitig muss 
verhindert werden, dass bei der Herstellung infektiöser Viren das Helfergenom selbst 
verpackt wird. Ein erster Schritt dahin führte über die Deletion der terminalen repetitiven 
Verpackungssignale TR mittels homologer Rekombination in E. coli. Eine stabile 
Transfektion in 293HEK-Zellen führte zur ersten EBV-basierten Verpackungszelllinie 
TR-2/293 (Delecluse, 1999).  
Durch transiente Expression des Transaktivators BZLF1, der die lytische Phase von 
EBV einleitet, können transfizierte Plasmide, die sowohl TR als auch den lytischen 
Replikationsursprung oriLyt tragen, verpackt und somit rekombinante Viren hergestellt 
werden. Das EBV-basierte Verpackungssystem ist schematisch in Abb. 3 dargestellt. 
Mit der Zelllinie TR-2/293 konnte bereits gezeigt werden, dass sich eGFP mit 
rekombinantem EBV auf B-CLL-Zellen übertragen lässt (Wendtner, 2003). Das 
Modellsystem im Labor, mit dem sich die Infektiösität der generierten, rekombinanten 
Viren testen lässt, ist die Infektion von Raji-Zellen.  
Trotz Deletion der TR sind zwischen dem Helfergenom von TR-2/293 und den zu 
verpackenden EBV-basierten Genvektoren Rekombinationen möglich, wodurch 
infektiöses Wildtyp-EBV entstehen kann. Um die Frequenz der Rekombination zu 
verringern und die Entstehung von transformierendem Wildtyp-EBV bei einer 
Anwendung für therapeutische Zwecke zu verhindern, müssen Homologien reduziert 
und riskante Gene im Helfergenom zusätzlich ausgeschaltet werden. Hier bietet sich die 
Deletion der latenten Gene EBNA2, EBNA3A, EBNA3C und LMP1 an, die für die EBV-
vermittelte Transformation essenziell sind (Cohen, 1989b, Hammerschmidt, 1989, 
Kaye, 1993, Tomkinson, 1993). EBNA2 wird als eines der ersten Proteine nach 
Infektion exprimiert und wirkt als Transaktivator zellulärer und viraler Gene. Auch LMP1 
wird von EBNA2 induziert (Abbot, 1990).  
Ein mögliches Anwendungsgebiet für den Einsatz von EBV-basierten Genvektoren stellt 
die somatische Gentherapie der Chronisch-Lymphatischen Leukämie der B-Zellen dar, 
die zu den malignen Lymphomen gehört.  
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Abb. 3 Schematische Darstellung des EBV-basierten Verpackungssystems  
Vom Genom des EBV-Stammes B95-8 wird ein Helfergenom durch Klonierung der 
prokaryontischen F-Faktor-Kassette auf die virale DNA generiert, welche cis-aktive 
Gene besitzt, aber keine TR. Durch stabile Transfektion von 293HEK-Zellen entsteht 
eine Verpackungszelllinie, die Genvektoren in rekombinante EBV-Partikel verpacken 
kann. Ein verpackbarer Genvektor trägt als minimale Anteile viraler DNA TR und oriLyt, 
sowie eine therapeutische Expressionskassette. Nach transienter Transfektion einer 
293HEK-Verpackungszelllinie und Induktion des lytischen Zyklus durch BZLF1 wird 
rekombinantes EBV hergestellt.  
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1.3 Maligne Lymphome  
Maligne Lymphome stellen eine äußerst heterogene Gruppe von Tumorerkrankungen 
dar und werden in zwei Hauptgruppen eingeteilt, Hodgkin-Lymphome (HL) und Nicht-
Hodgkin-Lymphomen (NHL). Innerhalb der NHL unterscheidet man indolente, 
aggressive und sehr aggressive Lymphome (Hiddemann, 1996). Das von EBV 
verursachte Burkitt-Lymphom zählt zu den sehr aggressiven Lymphomen. Die 
Chronisch-Lymphatische Leukämie gehört zu den indolenten NHL mit langsamem 
Verlauf. In 95% der Fälle handelt es sich dabei um eine Erkrankung der B-Zellen, in nur 
5% sind T-Zellen leukämisch.  
1.3.1 Chronisch-Lymphatische Leukämie der B-Zellen  
Die Chronisch-Lymphatische Leukämie der B-Zellen macht nahezu 30% aller 
Leukämieerkrankungen aus und ist damit die häufigste Form von malignen Lymphomen 
in den Industriestaaten (Foerster, 1993). Männer tragen ein doppelt so hohes Risiko an 
B-CLL zu erkranken wie Frauen. Das Risiko steigt mit dem Alter an (Montserrat, 1995). 
Der Krankheitsverlauf ist über Jahre hinweg meist asymptomatisch (Dighiero, 1991). 
Nicht selten wird B-CLL zufällig diagnostiziert, weil im Blutausstrich eine Vermehrung 
der Lymphozyten auf 60% bis annähernd 100% der gesamten Leukozyten erkennbar 
ist. Im Unterschied dazu beträgt der Anteil im gesunden Menschen etwa 30%. Auch die 
Zahl der Erythrozyten wird verringert, die der Thrombozyten sogar um zwei Drittel 
(Diehl, 1999). Phänotypisch können B-CLL-Zellen durch Expression von CD19, CD5 
und CD23 sowie einer schwachen Expression oder Abwesenheit von CD22, FMC7, 
CD79b und den Immunglobulin-Oberflächenmolekülen IgM und IgD bestimmt werden. 
Häufig findet man Deletionen auf den Chromosomen 6 (6q21), 11 (11q22-q23),  
13 (13q14) und 17 (17p13), sowie eine Trisomie des Chromosoms 12, die Ursache 
dieser Mutationen ist jedoch unbekannt (Stilgenbauer, 2000).  
Lange Zeit galt das Dogma, B-CLL entstünde aus einer monoklonalen, sich langsam 
teilenden CD5+ B-Zelle in Blut, Knochenmark oder Lymphgewebe (Freedman, 1987, 
O'Brien, 1995, Rozman, 1995). Heute spricht man von zwei Untergruppen auf zellulärer 
Ebene (Caligaris-Cappio, 1999, Fais, 1998). Eine Form ist weniger aggressiv, sie geht 
von Gedächtnis-B-Zellen aus und trägt Mutationen in den IgVH-Genen, die für das 
Protein im variablen Teil der schweren Kette (variable region of heavy chain) in 
Immunglobulinen kodieren. Vermutlich geht dieser Form eine T-Zell-abhängige 
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Stimulierung durch Antigen-präsentierende Zellen (APCs, antigen-presenting cells) 
voraus (Hamblin, 2002). Die aggressivere Form ist nicht mutiert und entsteht aus naiven 
B-Zellen nach unkonventioneller Stimulierung, häufig kann eine Expression von CD38 
und eine erhöhte Abhängigkeit von der Tyrosinkinase ZAP-70 nachgewiesen werden 
(Damle, 1999, Hamblin, 1999). Die Untergruppen der B-CLL stammen jeweils von einer 
Mutterzelle, einer Plasma-B-Zelle oder einer Gedächtnis-B-Zelle ab, somit kommt es nie 
zu einem Wechsel zwischen der nicht mutierten und der mutierten Form (Fais, 1998, 
Kipps, 2003). Abhängig von der Hämoglobinkonzentration, der Thrombozytenzahl, 
Lymphozytenzahl, sowie der Anzahl der beteiligten Regionen wird B-CLL in drei Stadien 
unterteilt, wobei das Stadium A derart heterogen ist, dass weitere Unterteilungen nötig 
werden (Binet, 1981) (siehe Tab. 1).  















AI > 0,12 und > 1x108 < 3x107 - 5 (83%) 
AII > 0,12 und > 1x108 > 3x107 < 2 5 (62%) 
B > 0,11 und > 1x108 > 3x107 ≈ 3 6 
C < 0,11 und/oder < 1x108 > 3x107 unabhängig 2 
gesund ≈ 0,15 und ≈ 3x108 ≈ 2x106 -  
α Lymphknoten (zervikal, axillär oder inguinal), Milz und/oder Leber, vgl. (Pangalis, 
2002) 
 
In der Regel wird für Patienten mit den Stadien Binet A oder B eine Behandlung erst 
dann erforderlich, wenn die Erkrankung klinische Symptome verursacht, wenn große 
Lymphome den Patienten behindern oder gefährden oder wenn ein schnelles 
Fortschreiten der Erkrankung offensichtlich ist. Das Stadium Binet C wird sofort 
behandelt. Übliche Chemotherapieansätze sind dabei die Gabe von alkylierenden 
Agenzien wie Chlorambucil oder Zyklophosphamide, sowie Purinanaloga und 
Kortikosteroide (Dighiero, 1998). Eventuell wird begleitend eine Strahlentherapie bei 
schmerzhaften tumorartigen Manifestationen eingesetzt. Neuere Verfahren setzen auf 
Stammzell-Transplantationen oder monoklonale Antikörper, wie den gegen CD52 
gerichteten humanisierten Antikörper Alemtuzumab/Campath-1H oder den gegen CD20 
gerichteten Antikörper Rituximab (Kipps, 2000a). Eine Heilung der B-CLL ist bislang 
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nicht möglich (Guipaud, 2003, Kipps, 1995, Montserrat, 1995). 
Eine erste Klinische Studie in Phase I behandelt B-CLL mittels Adenovirus-basierter 
Gentherapie, wobei der CD40-Ligand (CD40L), auch CD154 genannt, in B-CLL-Zellen 
geschleust wird (Wierda, 2000). In vitro konnte dadurch das Expressionsniveau von 
kostimulatorischen Molekülen wie CD54, CD80 und CD86 gesteigert und die 
Immunogenität der transfizierten Zellen erhöht werden (Kato, 1998).  
1.4 Das Immunsystem  
Zum besseren Verständnis des Prinzips, auf dem das in dieser Arbeit angewandte 
Gentherapiemodell beruht, soll hier das Immunsystem des Menschen grob skizziert 
werden.  
1.4.1 Angeborene Immunantwort  
Die angeborene Immunantwort wird auch unspezifische Abwehr genannt, sie sichert 
eine erste und besonders schnelle Abwehr. Nicht-körpereigene Substanzen werden 
durch Komplementfaktoren, Lysozym und letztendlich durch Abwehrzellen, wie 
natürliche Killerzellen (NK-Zellen) oder Phagozyten, eliminiert. Vermutlich war eine 
Überreaktion des Komplementssystems der Grund, dass der Patient Jesse Gelsinger 
kurz nach Injektion der rekombinanten Adenoviren ins Koma fiel und nach wenigen 
Tagen an Multiorganversagen verstarb. NK-Zellen sind vor allem spezialisiert auf die 
Abwehr von Viren und Tumorzellen. Die beteiligten Zellen informieren andere 
Immunzellen durch Botenstoffe, die zu den Phagozyten zählenden Makrophagen 
können den Zellen des erworbenen Immunsystems sogar als APCs Fragmente des 
lysierten Fremdproteins liefern und somit eine erworbene Immunantwort hervorrufen.  
1.4.2 Erworbene Immunantwort  
Die erworbene Immunantwort, auch spezifisch oder adaptiv genannt, arbeitet im 
Vergleich zur angeborenen langsamer. Einige Tage dauert die Aktivierung der T-Zellen, 
die zwingend eine Präsentation von Peptidfragmenten durch APCs erfordert. Dabei wird 
das Antigen den naiven T-Zellen in den so genannten major histocompatibility 
complexes (MHCs) vorgeführt. Beim Menschen unterscheidet man dabei HLA-Klasse I 
und II (humanes Leukozyten-Antigen). Naive B-Zellen tragen auf ihrer Membran viele 
Oberflächen-Immunglobuline, die Antikörper des Blutplasmas. Bindet ein Antigen an 
mehrere dieser Ig, löst diese Antikörpervernetzung in der B-Zelle die Internalisierung 
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des Antigen-Antikörper-Komplexes in das Zytoplasma und seine Aufbereitung aus, so 
dass Antigenfragmente über HLA-Moleküle präsentiert werden. Eine für das Antigen 
spezifische T-Zelle muss über Rezeptor-Ligand-Bindung an die Antigen-präsentierende 
Zelle andocken, die Bindung wird verstärkt. Dadurch wird die T-Zelle aktiviert. Abb. 4 
stellt die T-Zell-abhängige B-Zell-Aktivierung mittels CD40L dar.  
 
Abb. 4 Schematische Darstellung der T-Zell-abhängigen B-Zell-Aktivierung 
mittels CD40L (Erklärung im Text)  
Aktivierung (1) bedeutet in diesem Fall das Erkennen von HLA durch den T-Zell-
Rezeptor bei gleichzeitiger Bindung eines B7-Proteins an CD28 auf der T-Zelle.  
B7-Proteine sind einzelkettige Glykoproteine und werden auch kostimulatorische 
Moleküle genannt. CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) sind sich in der Struktur sehr ähnlich, 
sie besitzen beide einen extrazellulären Immunglobulin-ähnlichen Bereich am  
N-Terminus, eine Transmembran-Domäne und einen C-terminalen zytoplasmatischen 
Bereich (Lenschow, 1996). Das Doppelsignal löst in der T-Zelle die Expression von 
Interleukin-2 (IL-2) aus (2), das eigentliche Signal für die klonale Expansion dieser  
T-Zelle (Mueller, 1989). Naive T-Zellen, die CD8 exprimieren, werden nach HLA- 
Klasse I-Antigen-Präsentation zu zytotoxischen T-Zellen und treiben infizierte Zellen 
oder Tumorzellen in die Apoptose. Aus naiven CD4+ Zellen werden nach HLA II-
assoziierter Antigen-Präsentation T-Helferzellen. Bei einer Antigenbindung ohne 
Kostimulation durch B7-Proteine wird die T-Zelle dagegen inaktiviert. Diese periphere 
Immuntoleranz wird auch als Anergie bezeichnet.  
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iell (Armitage, 1992, 
humane Homolog hat zur murinen 
1.5 Gentherapie der Chronisch-Lymphatischen Leukämie  
Erkennt der CD4-assoziierte T-Zell-Rezeptor einer T-Helferzelle das Antigen, so 
exprimiert die T-Zelle auf der Oberfläche CD40L (3), der an den CD40-Rezeptor (CD40) 
auf der B-Zelle bindet (Banchereau, 1994). Der CD40L einer aktivierten T-Helferzelle 
induziert die Expression der kostimulatorischen B7-Moleküle (4) auf APCs (Fanslow, 
1994, Matthews, 2000, McDyer, 2002). Eine Blockierung des CD40L durch Antikörper 
inhibiert die vom T-Zell-Kontakt abhängige B-Zell-Stimulierung. Erst dieses zweite 
Signal und die Sezernierung von IL-4 und Interferon-gamma (IFN-γ) durch die T-Zelle 
aktiviert die B-Zelle (5) und löst deren klonale Selektion, die Sekretion von IgM sowie 
die Differenzierung zu Plasmazellen aus (Roy, 1995, Shinde, 1996). Dabei kann von 
der Expression des IgM auf die von IgA, IgG oder IgE umgeschaltet werden, was als 
Klassen- oder Isotypenwechsel bezeichnet wird. Gleichzeitig wird eine Apoptose dieser 
B-Zelle blockiert. Für B-Zellen ist die Interaktion zwischen CD40 und CD40L zur 
Proliferation, Differenzierung und zum Isotypenwechsel essenz
Banchereau, 1991a, Clark, 1994, Rousset, 1991, Spriggs, 1992).  
Verschiedene Studien haben bereits das Potential von CD40L als Molekül 
(Banchereau, 1994, Miga, 2000) für Immuntherapien gegen B-Zell-Tumore dargestellt 
(Buhmann, 1999, Kato, 1998, Van den Hove, 1997, Wierda, 2000). Die Fähigkeit von 
Tumorzellen, Antigen zu präsentieren, wird durch CD40L erhöht, die gesteigerte 
Expression der kostimulatorischen Moleküle, Adhäsionsmoleküle (ICAM-1 und ICAM-3, 
intercellular adhesion molecule), sowie MHC-Moleküle kann eine T-Zell-vermittelte 
Immunantwort auslösen (Kato, 1998, Wierda, 2000). Der humane CD40L (hCD40L) ist 
ein 33kDa großes trimeres Typ-II-Membran-Glykoprotein der Tumor-Nekrose-Faktor 
(TNF)-Familie aus 261 Aminosäuren. Überwiegend wird CD40L auf aktivierten CD4+  
T-Zellen exprimiert (Hollenbaugh, 1992), teilweise auf CD8+, NK-Zellen (Carbone, 1997) 
und aktivierten Thrombozyten (Henn, 2001). Das 
cDNA 83% Ähnlichkeit, zum murinen Protein 77%.  
1.5.1 Zelluläre Defekte der Chronisch-Lymphatischen Leukämie  
Patienten mit Chronisch-Lymphatischer Leukämie sind anfälliger gegenüber 
Infektionen, das Gleichgewicht der Blutzellen ist gestört (Kipps, 1995). In der 
Lymphozytenfraktion von B-CLL-Patienten überwiegen mit bis zu 90% die 
leukämischen B-Zellen. Häufig werden die Oberflächen-Immunglobuline nur schwach 
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rliegen sie 
nicht der Apoptose, ihr Zustand entspricht der G0/G1-Phase des Zellzyklus.  
exprimiert, die Aufbereitung zur Präsentation von HLA ist gestört und ineffektiv 
(Cantwell, 1997, Takahashi, 2001, Wierda, 2000). B-CLL-Zellen sind nicht in der Lage, 
allogene T-Zellen in einer gemischten Leukozytenreaktion (MLR, mixed leukocyte 
reaction) zu stimulieren (Dazzi, 1995, Wolos, 1979). Darüber hinaus unte
 
Ausbleibende B-Zell-Aktivierung durch fehlenAbb. 5 de Interaktion zwischen 
B-CLL-Zellen und T-Helferzellen (vgl. Abb. 4)  
en Hove, 1997). Abb. 5 zeigt die fehlende B-Zellaktivierung im 
Auch die Kostimulation durch die B7-Proteine ist herabreguliert, dadurch exprimieren  
T-Zellen keine aktivierenden Zytokine und verfallen in einen anergischen Zustand 
(Dazzi, 1995, Freedman, 1990). Außerdem exprimieren aktivierte CD4+ T-Zellen von 
Patienten mit B-CLL nur geringste Mengen an CD40L, wodurch eine B-Zell-Aktivierung 
ausbleibt (Ayanlar-Batuman, 1986, Fernandez, 1977, Kay, 1986, Kipps, 2000b, 
Ranheim, 1995, Van d
Patienten mit B-CLL.  
1.5.2 Aktivierung der Immunantwort durch CD40L-Stimulierung  
In verschiedenen Ansätzen konnte bereits gezeigt werden, dass die Transfektion von 
CD80 oder CD86 in murine Tumorzellen eine starke Antitumor-T-Zellantwort auslöst 
(Baskar, 1995, Chen, 1992, Matulonis, 1995, Townsend, 1993). Durch Stimulierung 
mittels CD40 können B-Zellen ebenfalls zur Expression der kostimulatorischen 
Moleküle aktiviert werden (Buhmann, 1999, Shamash, 1995, Van den Hove, 1997, 
Yellin, 1994). Eine phänotypische Veränderung der B-CLL-Zellen durch Expression von 
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tion lässt sie in einer MLR zu effizienten T-Zell-Stimulatoren 
oxischer T-Zelle und B-CLL-Zelle dar nach Anwendung einer CD40L-
Gentherapie.  
CD40L nach Transduk
werden (Kato, 1998).  
Die Arbeitsgruppe von Thomas Kipps unternahm den ersten Versuch der Gentherapie 
der B-CLL. Sie infizierten B-CLL-Zellen mit einem replikationsdefekten Adenovirus-
Vektor, der den murinen CD40L (mCD40L) exprimierte. In der Klinischen Phase I 
konnte eine Immunantwort bereits nach einmaliger Infusion nachgewiesen werden. Die 
Zahl der leukämischen Zellen wurde in vitro ebenso reduziert wie die Größe der 
Lymphknoten, was mit einem Anstieg von T-Zellen einherging (Chu, 2002, Wierda, 
2000). Darüber hinaus waren diese Zellen in der Lage, in vitro zytotoxische  
T-Lymphozyten auch gegen nicht infizierte B-CLL-Zellen zu induzieren, ein so 
genannter bystander-Effekt. IL-12, IFN-γ und die Zahl an CD4+ T-Zellen sowie 
spezifischen T-Zellen stiegen innerhalb von 1 bis 4 Wochen nach Behandlung. 
Gleichzeitig sank die Zahl an B-CLL-Zellen (Wierda, 2000). Abb. 6 stellt die Interaktion 
zwischen zytot
 
Abb. 6 Schematischer Darstellung der Reaktion zwischen zytotoxischen  
T-Zellen und B-CLL-Zellen nach Transfektion von CD40L  
Die Expression von CD40L auf einer B-CLL-Zelle (1) aktiviert diese und umliegende  
B-CLL-Zellen (bystander-Effekt). Darüber hinaus werden die Antigen-Präsentation (2) 
und die Expression von kostimulatorischen Molekülen (3) gesteigert. Dieses 
Doppelsignal wiederum aktiviert eine zytotoxische T-Zelle (4) und führt zur Expression 
von IL-2 und IFN-γ, sowie zur klonalen Expansion und Proliferation der T-Zelle (5). Die 
aktivierte T-Zelle treibt die B-CLL-Zelle in die Apoptose (6).  
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 Fibroblasten 
ch übertragen werden (Biagi, 2003).  
1.6 Aufgabenstellung  
ren den humanen CD40-
 Kapitel 1.2.3 erwähnt, für sichere 
den Verpackungszellen und den Zusammenbau von 
Weitere gentherapeutische Ansätze gegen B-CLL basieren auf einem CD80- oder 
CD40L-Transfer durch Herpes-Simplex-virale Vektoren (Tolba, 2001). Auch adeno-
assoziierte Viren wurden bereits als Vektoren eingesetzt, um in B-CLL-Zellen die 
Expression des grün-fluoreszierenden Proteins eGFP oder des mCD40L zu erzeugen 
(Wendtner, 2002). Der humane CD40L wurde mit Lentivirus-basierten Vektoren auf  
B-CLL-Zellen übertragen (Bonamino, 2004). Durch einen sogenannten interzellulären 
bystander-Transfer von genetisch modifizierten hCD40L-exprimierenden
auf B-CLL-Zellen konnte hCD40L au
Im Rahmen dieser Arbeit sollte für B-Zell-Tumore ein EBV-basiertes Vektorsystem 
generiert werden, als Anwendungsbeispiel diente die Chronisch-Lymphatische 
Leukämie der B-Zellen. In einer ex vivo-Gentherapie sollen B-CLL-Zellen nach einem 
Transfer von rekombinanten CD40L-kodierenden Genvekto
Liganden exprimieren und eine Immunantwort hervorrufen.  
Ein EBV-basiertes Verpackungssystem eignet sich in besonderem Maße für eine 
Gentherapie gegen B-Zellen, da diese CD21 exprimieren und somit eine natürliche 
Bindungsstelle für EBV bieten. Die hohe Spezifität und Infektionseffizienz von EBV soll 
Grundlage des Gentransfersystems in B-Zellen sein. Im Fall der B-CLL lassen sich 
somit gezielt nur B-CLL-Zellen infizieren. Das System der bereits etablierten 
Verpackungszelllinie sollte hier, wie bereits in
therapeutische Anwendungen optimiert werden.  
Zu diesem Zwecke sollte eine neue sichere Verpackungszelllinie generiert werden, die 
alle derzeitigen Kenntnisse über Etablierung und Transformation von EBV 
berücksichtigt. Für therapeutische Aspekte war es unerlässlich, alle potenziell 
onkogenen Bereiche auf dem Helfergenom zu deletieren, aber dennoch die minimale 
Ausstattung an Genen und regulatorischen Elementen bereitzuhalten, die für eine 
stabile Etablierung in 
Viruspartikeln nötig sind.  
Bei der Klonierung des therapeutischen Genvektors sollte zudem auf bakterielle 
Resistenzgene durch Verwendung des supF-Systems verzichtet werden. Um die 
Wahrscheinlichkeit der Rekombination mit dem Helfergenom zu verringern, sollte das 
therapeutische Plasmid eine möglichst geringe Homologie aufweisen. Obwohl früher 
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chieden und geringere Effizienzen in Kauf genommen (Kato, 
 unternommen, die das Phänomen des nicht-viralen Gentransfers genauer 
erkunden.  
gezeigt wurde, dass sich der Transfer in B-CLL-Zellen und die Expression von hCD40L 
vermutlich durch Blockierung der Protein-Synthese oder limitierte Genexpression an der 
Oberfläche (Cantwell, 2001) schwieriger erweist, wurde zugunsten des humanen 
Therapiesystems ents
1998, Wierda, 2000).  
Im Laufe dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass wohl weitaus mehr Viren-ähnliche Partikel 
als rekombinantes EBV gebildet werden, die auch in der Lage sind, Gene bzw. deren 
Proteine zu transportieren. In Hinblick auf mögliche Impfstoffe wurden deshalb 
Vorversuche
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2 MATERIAL  
2.1 Zelllinien und Bakterienstämme  
Sämtliche verwendete Zelllinien und Bakterien stammen, wenn nicht anders vermerkt, 
aus der Sammlung der Abteilung für Genvektoren (Wolfgang Hammerschmidt) der gsf, 
München. Die mit einem Stern (*) gekennzeichnete Zelllinie wurden von mir hergestellt. 
2.1.1 Zelllinien und andere Zellen 
Zelllinie Beschreibung 
293-2089 293HEK-Zelllinien mit stabil transfiziertem maxi-EBV-Plasmid p2089, 
produziert nach Induktion grün fluoreszierendes Wildtyp-EBV (Delecluse, 
1998)  
293HEK humane embryonale Nierenepithel-Zelllinie, die durch Einführung der E1a 
und E1b Gene von Adenovirus Typ 5 transformiert wurde (Graham, 1977), 
bezogen bei DSMZ - Deutsche Sammlung Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Deutschland 
293-VII+* 293HEK-Verpackungszelllinien mit stabil transfiziertem maxi-EBV-Plasmid 
p2831, produziert nach Induktion und Transfektion eines TR+ Genvektors 
rekombinantes EBV (Hettich, 2006) 
B95-8 durch EBV-Infektion von Krallenaffen-PBMCs entstandene lymphoblastoide 




B-Zellen von freiwilligen Spender mit Chronisch-Lymphatischer Leukämie, 
isoliert über Ficoll, als Blut erhalten vom Universitätsklinikum Großhadern  
buffy 
coats 
Leukozytenkonzentrate aus 500ml Blut anonymer Spender, erhalten von der 
Landesklinik für Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin Salzburg 
CD40L-
Feeder 
murine L-Zellen (Bindegewebsfibroblasten), stabil mit CD40-Ligand 
transfiziert (Garrone, 1995) 
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f46P autologe polyklonale und CMV-spezifische T-Zelllinie, durch wiederholte 
Restimulation der T-Zellen mit bestrahlten pp65-LCLs generiert, spezifisch 
für das CD8-restringierte pp65-Epitop RPHERNGFTVL, freundlicherweise 
von Andreas Moosmann zur Verfügung gestellt 
HeLa humane Zervixkarzinomzellinie, bezogen bei ATCC - American Type 
Culture Collection, Manassas, Virginia, USA (Jones, 1971) 
Jurkat humane Zelllinie der T-Zell-Leukämie  
LenL5 immortalisierte EBV- B-Blasten-Zelllinie, generiert aus PBMCs von 
gesunden humanen Spender, benötigen Stimulierung durch CD40L-Feeder 
und 2ng/ml IL-4, freundlicherweise von Andreas Moosmann zur Verfügung 
gestellt 
PBMC primäre B-Lymphozyten wurden aus Blut gesunder Spender oder 
Adenoiden bzw. Tonsillen über einen Ficoll-Gradienten aufgereingt; die  
T-Zellen wurden dabei durch Zugabe von Erythrozyten aus Schafsblut 
abgetrennt (Zeidler, 1996) bzw. durch Zugabe von CyclosporinA ins 
Kulturmedium gehemmt 
Raji humane EBV+ Burkitt-Lymphom-Zelllinie (Pulvertaft, 1964) 
THV1 aus dem Blut eines gesunden CMV-seropositiven Spenders hergestellte 
lymphoblastoide Zelllinie (LCL), generiert durch Infektion von pp65-
tragenden Virusüberständen der TR-2/293-Zelllinie, freundlicherweise von 
Andreas Moosmann zur Verfügung gestellt 
TR-2/293 293HEK-Verpackungszelllinien mit stabil transfiziertem maxi-EBV-Plasmid 
p2114, produziert nach Induktion und Transfektion eines TR+ Genvektors 
rekombinantes EBV (Delecluse, 1999), freundlicherweise von Henri-
Jacques Delecluse zur Verfügung gestellt 
Wi38 humane Fibroblasten-Zelllinie, bezogen bei ATCC - American Type Culture 
Collection, Manassas, Virginia, USA 
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2.1.2 E. coli-K12-Bakterienstämme  
Bakterienstamm Genotyp 
BJ5183 F-, endA, sbcB-, recBC-, galK, met-, strR, thi-1, bioT, hsdR  
(rK-, mK+), λ- (Hanahan, 1983)  
DH10B F-, mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80lacZ∆M15, ∆lacX74, deoR, 




F-, mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80lacZ∆M15, ∆lacX74, 
recA1::p3229[Ampr (amber), Tetr (amber), Kanr], endA1, araD139, 
∆(ara, leu)7697, galU, galK, λ-, rpsL, nupG 
DH5α F-, lacl-, recA1, endA1, hsdR17, ∆(lacZYA-argF), U169, 
F80lacZ∆M15, supE44, thi-1, gyrA96, relA1 (Hanahan, 1985)  
MC1061/P3 araD139, Δ(araABC-leu)7679, galU, galK, ΔlacX74, hsdR2  
(r-k, m+k), rpsL(Strr), thi-1, mcrB {P3: Ampr (amber), Tetr (amber), 
Kmr} 
2.2 Plasmide  
Einige der folgenden Plasmide waren bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden oder 
wurden freundlicherweise von anderen Arbeitsgruppen zur Verfügung gestellt. Die mit 
einem Stern (*) gekennzeichneten Plasmide wurden von mir unter Verwendung üblicher 
Klonierungstechniken (Sambrook, 1989) hergestellt. Die folgende Auflistung gibt alle 
verwendeten Plasmide als Auszug aus der Plasmid-Datenbank der Arbeitsgruppe 
Wolfgang Hammerschmidt (Abteilung Genvektoren, gsf, München) wieder.  
2.2.1 Expressionsplasmide und Genvektoren 
Alle Plasmide, die für Transfektionen verwendet wurden, wurden mittels EndoFree 
PlasmidPrep aufgereinigt.  
Plasmid Beschreibung 
p0509 Expressionsplasmid für BZLF1 (Hammerschmidt, 1988a) 
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p0588 Klonierungsvektor, enthält oriP, oriLyt, TR und Hyg  
p0925 pUC19 mit 12,7kb EBV-Sequenz (#163.473 - #172.281, #1 - #3.960) der 
B95-8-DNA 
p1913 pCDM8-basierter Klonierungsvektor, CMV:TNF-2 Rezeptor, 
Expressionsplasmid für TNF-2 Rezeptor 
p1925 Expressionsplasmid für eGFP, eGFP-C1 ohne MCS  
p1933 auf p0588-basiertes Expressionsplasmid für eGFP (aus pEGFP-C1 von 
Clontech), beinhaltet oriP, oriLyt, TR und Hyg 
p2068 Vorkonstrukt für lineare Integration mit homologen Bereichen um TR, 
vermittelt Kanamycin-Resistenz 
p2385 Expressionsplasmid für gp350/220 (CMV-Promotor) in pcDNA3.1(+) mit 
Kozak-Sequenz 
p2419 Vorkonstrukt für chromosomal building mit homologen Bereichen um EBNA2 
p2496 Vorkonstrukt für chromosomal building mit homologen Bereichen um LMP1 
p2650 Expressionsplasmid für recA (Gruffat, 2002, Muyrers, 2000)  
p2670 Expressionsplasmid für BALF4 (gp125/110) 
p2821 Vorkonstrukt für lineare Integration mit homologen Bereichen um EBNA3-A 
bis -C und BZLF1, vermittelt Zeozin-Resistenz 
p2868* Expressionsplasmid für hCD40L 
p2888 Klonierungsvektor mit oriLyt, DS right des M-ABA-Stammes 
p2922* Expressionsplasmid für hCD40L, enthält supF 
p2923* Expressionsplasmid für hCD40L, enthält supF und oriLyt (M-ABA) 
p2924* therapeutischer Genvektor, Expressionsplasmid für hCD40L, enthält supF, 
oriLyt (M-ABA) und TR 
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p2928* Klonierungsvektor mit oriLyt, DS right des M-ABA-Stammes, LF3-Gen durch 
Xba-Linker inaktiviert 
p3056 Expressionsplasmid für modifiziertes mRFP unter der Kontrolle des CMV-
Promotors  
p3100* Expressionsplasmid für mRFP, enthält supF, oriLyt (M-ABA) und TR 
p3229 basiert auf pST76-kan (Posfai, 1997), trägt die Gene für Ampr (amber) und 
Tetr (amber) aus P3 flankiert von der recA-Sequenz, Integrationsplasmid für 
DH10BAmpr/Tetr (amber) 
p3295 Genom von DH10BAmpr/Tetr (amber)  
p3303* Expressionsplasmid für mRFP, enthält Amp, oriP, oriLyt und TR von B95-8 
p3304* Expressionsplasmid für hCD40L, enthält Amp, oriP, oriLyt und TR von B95-8 
p3326* Expressionsplasmid für eGFP, enthält supF, oriLyt (M-ABA) und TR 
p3460 Expressionsplasmid für eGFP, enthält supF, oriP, oriLyt und TR von B95-8  
pKY102 Klonierungsplasmid, enthält recA (Ihara, 1985) 
pRK5 Expressionsplasmid mit CMV-Promotor, basiert auf dem pUC19-Plasmid 
wurde das myc-Epitop (MASMEQKLISEEDLGIP) an eine multiple 
Klonierungsstelle angefügt (Schall, 1990)  
pSG5 eukaryontisches Expressionsplasmid mit SV40-Promotor (Stratagene,  
La Jolla, USA) 
pSG-
pp65 
basiert auf pSG und beinhaltet das immundominante T-Zellantigen des 
humanen Cytomegaloviruses (CMV)  
pST76-K Klonierungsvektor für p3295, Temperatur-sensitives (30°C) shuttle-Plasmid 
mit dem Kanamycin-Resistenzgen (Posfai, 1997) 
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2.2.2 maxi-EBV-Plasmide  
Plasmid Beschreibung 
p2089 Wildtyp-maxi-EBV: B95-8-DNA auf der Basis eines bakteriellen F-Plasmid 
(pMBO131), kodiert zusätzlich für die Markergene Hygromycin und eGFP; 
Helfergenom in der Zellinie 293-2089 (Delecluse, 1998)  
p2114 Helfergenom der Verpackungszelllinie TR-2/293, maxi-EBV auf der Basis 
eines bakteriellen F-Faktor-Plasmids, kodiert zusätzlich für die Markergene 
Hygromycin und eGFP und trägt eine Deletion im Bereich der 
Verpackungssignale  
p2491 p2089 mit Deletion in EBNA2  
p2510 p2491 mit Deletion in LMP1 
p2827 p2510 mit Deletion in BZLF1 und EBNA3-A, -B und -C 
p2831* p2827 mit Deletion in TR; Helfergenom der Verpackungszelllinie 293-VII+ 
2.3 Oligodesoxynukleotide  
Die Synthesen der verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion, 
München in Auftrag gegeben. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in 5'-3'-
Orientierung angegeben.  
Amplifikation von Ampr (amber): 
amberamp5':   TTACCAATGCTTAATCAGTGA 
amberamp3':   ATGAGTATTCAACATTTCCGT 
Amplifikation von hCD40L: 
hCD40L+:   GCCACCATGATCGAAACATACAACCAAA 
hCD40L-:   TCAGAGTTTGAGTAAGCCAAAG 
Amplifikation von supF: 
P+ supF(AseI):  GGGATTAATCTGGCAAGTGTAGCGGTCAC 
P- supF(ClaI):  GGGATCGATCAATAATCAATGTCGGGCG 
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Amplifikation von Tetr (amber): 
ambertet5':   GTGAAACCCAACATACCCCTG 
ambertet3':   TCAGCGATCGGCTCGTTGCCC 
Nachweis von BLLF1 (gp350/220): 
5’BLLF1chimer (CI): (GATATC)TTATACATAGGTCTCGGCGTCATC 
3’BLLF1chimer (CII): (GATAT)CACGCCCCCCCAAAATGCAACGTCG 
Nachweis von BZLF1: 
P+ BZLF1 (KI):  CATTTTCTGGAAGCCACCCG 
P- BZLF1 (KII):  TGAAGATGATGGACCCAAACTCG 
Nachweis von BZLF2 (gp42): 
BZLF2-C2 (AI):  (CAATT)GCTATTTGATCTTTGA 
BZLF2-N1 (AII):  TGGTTTCATTTAAGCAGGTG 
Nachweis von EBNA1: 
P+ EBNA1 (LI):  CCAGTAGTCAGTCATCATCATCCG 
P- EBNA1 (LII):  TGGAAACCAGGGAGGCAAATC 
Nachweis von EBNA2: 
P+ EBNA2 (GI):  TGCTATGCGAATGCTTTGGATG 
P- EBNA2 (GII):  TTGAGTCTTAGAGGGTTGCGGG 
Nachweis von EBNA3-A: 
P+ EBNA3A (HI):  CCCATCACACAACAACAAGGTAAG 
P- EBNA3A (HII):  AAGTCTATCCCATACGCACGACC 
Nachweis von EBNA3-B: 
P+ EBNA3B (II):  GAGGAGGAAGACAAGAGTGGAATG 
P- EBNA3B (III):  TTTCGTTGGGTCATCTGGAGTC 
Nachweis von EBNA3-C (unter Verwendung von 3% DMSO): 
P+ EBNA3C (JI):  CGGGCTGTCAAGGTGAGTATG 
P- EBNA3C (JII):  ATGAAACGCACGAAATCTAAAAG 
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Nachweis von LMP1: 
LMP F3-N-term. (DI): AGTAAGCACCCGAAGATGAAC 
LMP-B2-ges. (DII):  CCGCAAATCCCCCCG 
Nachweis von TR (unter Verwendung von 6% DMSO): 
TO/F:    CGCCGTTGGAGGGTAGAATG 
TO/B:    TGTCAGCAGTTTCCTTTGTGC 
2.4 Enzyme, Proteine und Antikörper 
Artikel Bezugsquelle 
[α-32P]-dCTP (3.000Ci/mmol) Amersham Biosciences, Freiburg 
APC-gekoppelter Isotyp BD Biosciences, Heidelberg 
APC-gekoppelter α-CD154-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
APC-gekoppelter α-CD54-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
APC-gekoppelter α-CD86-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
APC-Kügelchen (beads), Volumenstandard BD Biosciences, Heidelberg 
Cy3-α-Maus (Ziege/IgG) Dianova, Hamburg 
CyC-gekoppelter Isotyp BD Biosciences, Heidelberg 
CyC-gekoppelter α-CD19-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
CyC-gekoppelter α-CD3-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
CyC-gekoppelter α-CD80-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
DNA modifizierende Enzyme MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
DNA modifizierende Enzyme New England Biolabs, Frankfurt 
dNTPs Roche Diagnostics, Mannheim 
FITC-gekoppelter Isotyp BD Biosciences, Heidelberg 
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FITC-gekoppelter α-CD154-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
FITC-gekoppelter α-CD19-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
FITC-gekoppelter α-CD21-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
IL-4 PAN Biotech, Aidenbach 
Lysozym Sigma-Aldrich Chemie, München 
PE-gekoppelter Isotyp BD Biosciences, Heidelberg 
PE-gekoppelter α-CD154-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
PE-gekoppelter α-CD19-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
PE-gekoppelter α-CD5-Antikörper BD Biosciences, Heidelberg 
Proteinase K Sigma-Aldrich Chemie, München 
VCA (gp125/110) Chemicon, Hampshire, UK 
Xba-Linker New England Biolabs, Frankfurt 





4',6-Diamidino-2-phenylindol, DAPI Sigma-Aldrich Chemie, München 
Aceton reinst Merck, Darmstadt 
Agarose ICN, Eschwege 
Ampicillin, Amp Sigma-Aldrich Chemie, München 
Bacto-Agar Difco Laboratories, Detroit, USA 
Borsäure, H3BO3 Merck, Darmstadt 
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Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie, München 
Calciumchlorid, CaCl2 Merck, Darmstadt 
Cäsiumchlorid, CsCl Merck, Darmstadt 
Chloramphenicol, Cm Sigma-Aldrich Chemie, München 
Chloroform Merck, Darmstadt 
CyclosporinA Novartis, Nürnberg 
Dimethylsulfoxid, DMSO Sigma-Aldrich Chemie, München 
di-Natriumhydrogenphosphat, Na2HPO4 Merck, Darmstadt 
EndoFree PlasmidPrep Qiagen, Hilden 
Essigsäure Merck, Darmstadt 
Ethanol reinst Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid 1% Merck, Darmstadt 
Ethylendiamintetraessigsäure, EDTA Merck, Darmstadt 
FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg 
FACS Rinse BD Biosciences, Heidelberg 
Ficoll-Paque Plus Amersham Biosciences, Freiburg 
Glucose Merck, Darmstadt 
Glycerin Merck, Darmstadt 
Größenstandards für Agarosegele New England Biolabs, Frankfurt 
Hefeextrakt Difco Laboratories, Detroit, USA 
HexaLabel DNA Labeling Kit MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
HygromycinB (Hyg) PAA, Cölbe 
 Material 32 
 
IFN-γ ELISA Kit Mabtech AB, Hamburg 
Isoamylakohol Merck, Darmstadt 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Kälberthymus-DNA Sigma-Aldrich Chemie, München 
Kaliumchlorid, KCl Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4 Merck, Darmstadt 
Kanamycin, Kan Merck, Darmstadt 
K-MES Sigma-Aldrich Chemie, München 
Magnesiumchlorid, MgCl2 Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat, MgSO4 Merck, Darmstadt 




Natriumbutyrat, Butyrat Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid, NaCl Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat, NaH2PO4 Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat, SDS Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid, NaOH Merck, Darmstadt 
Nitrophenylphosphat-Substratlösung, 
Alkaline Phosphatase Substrate Kit 
Bio-Rad Laboratories, München 
Paraformaldehyd, PFA Serva, Heidelberg 
PBS Dulbecco Biochrom, Berlin 
Penicillin Invitrogen, Karlsruhe 
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Phenol Carl Roth, Karlsruhe 
Rubidiumchlorid, RbCl Merck, Darmstadt 
Salzsäure, HCl Merck, Darmstadt 
Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe 
Tetracyclin, Tet Sigma-Aldrich Chemie, München 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Tris Roche Diagnostics, Mannheim 
Trypanblau Merck, Darmstadt 
Trypsin-EDTA (1x) Invitrogen, Karlsruhe 
Trypton Difco Laboratories, Detroit, USA 
Tween20, Monolaurat Sigma-Aldrich Chemie, München 
Vectashield Mounting Medium Vector Laboratories, Burlingame, USA 
Xylencyanol Merck, Darmstadt 
2.6 Zellkulturmedien  
2.6.1 Medien für prokaryontische Zellen  
LB-Agarplatten 
 1 l LB-Medium 
 15 g Bacto-Agar 
LB-Medium 
 1 % Trypton 
 0,5 % Hefeextrakt 
 0,5 % NaCl 
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SOB-Medium 
 2 % Trypton 
 0,5 % Hefeextrakt 
 10 mM NaCl 
 10 mM MgCl2 
 10 mM MgSO4 
SOC-Medium 
 2 % Trypton 
 0,5 % Hefeextrakt 
 10 mM NaCl 
 10 mM MgCl2 
 10 mM MgSO4 
 0,2 % Glucose 
2.6.2 Medien für eukaryontische Zellen  
Artikel Bezugsquelle 
fötales Kälberserum (FCS) Biochrom, Berlin 
Iscove’s Medium Biochrom, Berlin 
OptiMEM Invitrogen, Karlsruhe
Schafsblut Oxoid, Wesel 
Zellkulturmedium RPMI 1640 Invitrogen, Karlsruhe
2.7 Stammlösungen und Puffer  
Die für die Arbeit mit Bakterien und Nukleinsäuren bestimmten Lösungen und Medien 
wurden direkt nach der Herstellung autoklaviert oder sterilfiltriert (Sambrook, 1989). Für 
Medien wurde entionisiertes Wasser verwendet, während alle anderen Lösungen mit 
Wasser aus einer Millipore-Reinigungsanlage angesetzt wurden. Wenn nicht anders 
angegeben, erfolgte die Aufbewahrung der Lösungen bei RT.  
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4% PFA 
40mg/ml in der Hälfte des Endvolumens H2O bei 100°C unterm Abzug rühren 
(nicht kochen), mit 2xPBS auf 80% des Endvolumens auffüllen, pH7,3 einstellen, 
mit 2xPBS auf Endvolumen auffüllen, ÜN bei 4°C inkubieren, portionsweise 
lagerbar bei -20°C  
Agarose-Auftragspuffer (10x) 
 1 mg/ml Bromphenolblau 
 1 mg/ml Xylencyanol 
 50 % (v/v) Glycerin 
Aufbewahrung bei -20°C 
Ampcillin (Amp)-Stammlösung 
 100 mg/ml in H2O, sterilfiltrieren (Aufbewahrung bei -20°C)  
Chloramphenicol (Cm)-Stammlösung 
 34 mg/ml in Ethanol, sterilfiltrieren (Aufbewahrung bei -20°C)  
CsCl-Lösung 1,55g/ml 
Hybridisierungspuffer nach Church, pH7,2 
 400 mM Na2HPO4 
 100 mM NaH2PO4 
 7 % SDS 
 1 mM EDTA 
Kanamycin (Kan)-Stammlösung 
30mg/ml in H2O, sterilfiltrieren (Aufbewahrung bei -20°C) 
PBS (10x), pH7,0 
 8 % NaCl 
 0,2 % KCl 
 1,4 % Na2HPO4 
 0,2 % KH2PO4
PBST (0,1%) 
 0,1 % (v/v) Tween20 in 1xPBS 
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Phenol (mit Wasser gesättigt) 
Kristallines Phenol ≥ 99% (unter Schutzgas destilliert) wird bei 65°C im 
Wasserbad geschmolzen, mit 1/2Volumen Wasser gemischt (Aufbewahrung bei 
4°C lichtgeschützt) 
Phenol/Chloroform 
Mit Wasser gesättigtes Phenol wird im Verhältnis 1:1 mit 
Chloroform/Isoamylalkohol gemischt (Aufbewahrung bei 4°C) 
SSC (20x) 
 3 M NaCl 
 0,3 M Natriumcitrat 
TAE-Laufpuffer 
 1 mM EDTA 
 20 mM Essigsäure 
 40 mM Tris 
TBE-Laufpuffer 
 2 mM EDTA 
 89 mM Tris 
 89 mM H3BO3
TE-Puffer 
 1 mM EDTA 
 10 mM Tris/HCl pH8,0 
Tetracyclin (Tet)-Stammlösung 
 12,5 mg/ml in Ethanol, sterilfiltrieren (Aufbewahrung bei -20°C)  
TFB-Puffer 
 10 mM K-Mes pH6,2 
 50 mM CaCl2 
 45 mM MnCl2 
 100 mM RbCl 
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2.8 Sonstiges Material  
Artikel Bezugsquelle 
8-Loch-Objektträger Medco, München 
96-Kammerplatte maxisorp Nunc, Wiesbaden 
DNA-Adsorptionssäulen Nucleobond AX500 Macherey-Nagel, Düren 
Drigalski-Spatel A. Hartenstein, Würzburg 
Einmalkanüle 2,1x38mm Bovi-Vet, Kruuse, Marslev, Dänemark 
Einmalküvetten 10x10x48mm Sarstedt, Nümbrecht 
Einmalküvetten für BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 




Erlenmeyerkolben Schott, Mainz 
FACS-Röhrchen BD Biosciences, Heidelberg 
Falcon-Röhrchen 15ml, 50ml BD Biosciences, Heidelberg 
Faltenfilter Schleicher & Schuell, Dassel 
Filtereinheit 0,8µm Schleicher & Schuell, Dassel 
G50-Sepharose-Säulen  Amersham Biosciences, Freiburg 
Hellendahl-Färbekammer  A. Hartenstein, Würzburg 
Hybridisierungsflasche A. Hartenstein, Würzburg 
Impfösen Nunc, Wiesbaden 
Kammerplatten mit 6, 48, 96 Kammern Nunc, Wiesbaden 
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Kryoeinfrierbox Nunc, Wiesbaden 
Kryoröhrchen Cryotube Nunc, Wiesbaden 
Labortücher Kimberly-Clark, Worldwide 
Lipofectamin-Transfektionsreagenz  Invitrogen, Karlsruhe 
Metafectene Zelltransfektionsreagenz Biontexx, München 
Mikroliterpipetten Gilson, Middleton, USA 
Neubauer-Zählkammer A. Hartenstein, Würzburg 
Nitrilhandschuhe Kimberly-Clark, Worldwide 
Nylonmembran HybondN+  Amersham Biosciences, Freiburg 
Pasteur-Pipetten A. Hartenstein, Würzburg 
Plastikpetrischalen Nunc, Wiesbaden 
Reaktionsgefäße verschiedener Größe Eppendorf, Hamburg 
Röntgenfilme XAR5 Eastman Kodak Company, Rochester, 
USA 
Röntgenkassette A. Hartenstein, Würzburg 
Skalpell A. Hartenstein, Würzburg 
Sterilfiltersystem rapid 500 (0,2µm) TPP, Schweiz 
SuperFrost-Objektträger, silanisiert Menzel-Gläser, Braunschweig 
Ultrazentrifugen-Röhrchen, #91-90198 G. Kisker, Steinfurt 
Whatman-Papier 3mm  Schleicher & Schuell, Dassel 
Zellkulturflaschen Nunc, Wiesbaden 
Zellkulturschalen, unterschiedliche Größen Nunc, Wiesbaden 
Zellsieb, 100µm BD Biosciences, Heidelberg 
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2.9 Geräte und Software 
Artikel Bezugsquelle 
Analysenwaage Scaltec, Göttingen 
Avanti J25 Zentrifuge Beckmann, Heidelberg 
BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 
CELL Quest BD Biosciences, Heidelberg 
CO2-Inkubator Unitherm 170 Uni Equip, Martinsried 
DNA-Sequenzierungen Sequiserve, Vaterstetten 
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg 
Eisfach Siemens, München 
Eismaschine Scotsman, Mailand, I 
Elektronikrührer Monotherm VarioMag, Daytona Beach, USA 
Elektrophorese-Kammern Peqlab, Erlangen 
Elektroporationsgerät GenePulser Bio-Rad Laboratories, München 
ELISA-Analysegerät Tecan, Grödig, A 
EndNote 8.0 ISI Researchsoft, Carlsbad, USA 
Feinwaage 440-47 Kern, Balingen 
FreeHand MX Macromedia, München 
Gammazell40 (137Cs) AECL, Missisauga, Canada 
Gefrierschrank (-20°C) Liebherr, Biberach/Riss 
Gefrierschrank (-80°C) Heraeus, Hanau 
Glaspipetten 5ml, 10ml, 25ml  Brand, Wertheim 
 Material 40 
 
inverses Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 10 Carl Zeiss MicroImaging, Göttingen 
Kühlschrank Siemens, München 
Kühlschrank economic Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe 
L7-55 Ultrazentrifuge Beckmann, Heidelberg 
Laborzentrifuge 2K15 Sigma-Aldrich Chemie, München 
MacVector 7.2.3 Accelrys, Cambridge, UK 
Microsoft Excel für Mac Microsoft, Unterschleißheim 
Microsoft Word für Mac Microsoft, Unterschleißheim 
PCR-Gerät Eppendorf, Hamburg 
Phasenkontrast-Mikroskop, Axiovert 25 Carl Zeiss MicroImaging, Göttingen 
pH-Meter MultiCal R pH526 WTW, Weilheim 
Pipetboy IBS-Integra Biosciences, Fernwald 
Pipettenspitzen 10µl, 20µl, 200µl, 1ml  Peske GmbH, Aindling-Arnhofen 
Prism 4.0 for Mac GraphPad Software, San Diego, USA 
Reagenzglasmixer Vortex-Mixer 7-2020 neoLab, Heidelberg 
Robocycler Stratagene, La Jolla, USA 
Sterilbank BDK Luft- und Reinraumtechnik, 
Sonnenbühl-Genkingen 
Stickstoff-Tiefkühllagereinrichtung Messer Group, Sulzbach 
Szintillationszähler „TopCount“ Packard Bioscience, Dreieich 
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge 5415 Eppendorf, Hamburg 
Wasserbad GFL, Burgwedel 
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Xread Plus Tecan, Grödig, A 
Zeitmesser A. Hartenstein, Würzburg 
Zentrifuge Varifuge 3.0RS Heraeus, Hanau 
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3 METHODEN  
3.1 Bakterienkultur  
3.1.1 Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterien  
Bakterien wurden als Suspensionskultur in LB-Medium oder zur Vereinzelung von 
Kolonien auf LB-Agarplatten kultiviert. Bei Selektion auf Resistenzen gegen ein oder 
mehrere Antibiotika wurden dem LB-Medium Ampicillin mit einer Endkonzentration von 
50µg/ml, Chloramphenicol mit einer Endkonzentration von 50µg/ml, Tetracyclin mit 
einer Endkonzentration von 10µg/ml und/oder Kanamycin mit einer Endkonzentration 
von 50µg/ml zugegeben. Zum Anlegen von Stammkulturen wurden bis zur Sättigung 
gewachsene Flüssigkulturen mit 20% Glycerin versetzt und in einem Cryoröhrchen bei  
-80°C tiefgefroren.  
Es wurde mit dem Laborstamm DH5α des Bakteriums E. coli für Plasmide üblicher 
Größe (bis ca. 15kb), für größere Plasmide alternativ mit dem E. coli-Stamm DH10B 
gearbeitet. Der recBC- E. coli-Stamm BJ5183 fand bei der Neukonstruktion von 
Plasmiden durch homologe Rekombination Verwendung.  
3.1.2 Transformation und Elektroporation von E. coli  
Plasmide lassen sich auf zwei Arten in E. coli-Zellen einschleußen, durch Hitzeschock 
oder durch Elektroporation. Die Transformation ist milder für die prokaryontische Zelle, 
die Elektroporation ist effizienter und somit besser für große Plasmide oder zur 
genetischen Modifikation am Plasmid geeignet. Für beide Methoden werden 
kompetente Bakterien benötigt.  
3.1.2.1 Transformation  
Die Herstellung chemokompetenter E. coli-Zellen erfolgte durch Inkubation 
entsprechender Kulturen in TFB-Puffer auf Eis (Hanahan, 1985). 30ml entsprechender 
Bakterien-Kultur wurden bis zu einer OD600 von 0,4-0,5 angezogen, abzentrifugiert und 
in TFB-Puffer auf Eis inkubiert, 10min bei 3.500rpm zentrifugiert und anschließend in 
2,4ml TFB-Puffer aufgenommen. Zuletzt wurden die kompetenten Zellen in 200µl-
Portionen aliquotiert. Die kompetenten Bakterien können bei -80°C aufbewahrt werden.  
Für eine Transformation wurden zu einem bestimmten Aliquot (meist 200µl) der so 
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behandelten Zellen ca. 50ng eines Ligierungsansatzes bzw. 1ng Plasmid-DNA und 7µl 
DMSO pipettiert und für 20min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde dieser Ansatz für 
2min bei 42°C im Wasserbad erwärmt. Nach sofortiger Zugabe von Glukose-
supplementiertem SOC-Medium und einer 60-minütigen phänotypischen Expression bei 
37°C wurde die Zellsuspension zentrifugiert, das Pellet in 100µl Medium auf Agarplatten 
mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.  
3.1.2.2 Elektroporation  
EBV-Plasmid-DNA oder lineare DNA-Fragmente zur homologen Rekombination wurden 
durch Elektroporation (Chuang, 1995, Sheng, 1995) in den E. coli-Stamm DH10B 
eingebracht. Zur Herstellung elektrokompetenter DH10B-Bakterien wurden diese bei 
37°C in 400ml Flüssigkultur in SOB-Medium aus einer Vorkultur vermehrt und während 
der exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Diese Bakterienkultur wurde auf Eis 
gekühlt, die Bakterien 5min bei 6.000rpm abzentrifugiert und mit 400ml kaltem 
destilliertem Wasser, dann zweimal mit 50ml kaltem 10%-igem Glycerol gewaschen, in 
2ml 10%-igem Glycerol resuspendiert, in 100µl-Anteile aliquotiert und entweder frisch 
verwendet oder auf Trockeneis eingefroren und bei -80°C gelagert.  
Für die Elektroporation wurden die elektrokompetenten Bakterien falls nötig auf Eis 
aufgetaut, es wurde das Plasmid (500ng-3µg DNA) oder Ligationsprodukt zugegeben 
und in gekühlten Küvetten mit 1mm Spaltbreite unter Benutzung eines 
Elektroporationsgerätes elektroporiert. Ein Kondensator der eingestellten Kapazität 
25µF wurde durch Anlegen einer Spannung von 1,8kV aufgeladen und über die Probe, 
mit einem in Reihe geschalteten Widerstand von 100Ω, entladen. Eine Entladungszeit 
von über 2ms bestätigte den genügend hohen Widerstand der Probe. Die Bakterien 
wurden sofort in 1ml SOC-Medium überführt und nach 1h phänotypischer Expression 
bei 37°C auf Agarplatten mit entsprechendem Selektionsantibiotikum ausplattiert. Die 
Inkubation erfolgte über Nacht bei 37°C.  
3.2 Zellkultur und Arbeiten mit Viren  
3.2.1 Grundtechniken der Zellkultur 
3.2.1.1 Zellkulturbedingungen  
Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C unter 5% Kohlendioxid und in 
wasserdampfgesättigter Atmosphäre gehalten. Zellpelletierungen und Waschschritte 
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wurden immer, wenn nicht anders vermerkt, durch Zentrifugation für 10min bei 
1.200rpm und 20°C in einer Heraeus-Varifuge 3.0 RS durchgeführt. Medien und 
Zusätze wurden von Biochrom oder Invitrogen bezogen. Alle verwendenten Medien 
wurden mit 10% fötalem Kälberserum (FCS, fetal calf serum) und Antibiotika (100µg/ml 
Streptomycin und 100U/ml Penicillin) supplementiert. Glutamin war als  
N-Acetylalanylglutamin bereits im Medium enthalten.  
Standardmedium für Suspensionszellen wie Raji und LCLs war supplementiertes RPMI 
1640. Alle 3-4 Tage wurde sie 1:4 - 1:10 verdünnt. Auch die Fibroblastenzelllinien 
CD40L-Feeder wurden in RPMI 1640-Kulturmedium (supplementiert) vermehrt und alle 
3-4 Tage 1:10 verdünnt. Zum Ablösen und Verdünnen dieser adhärenten Zellen wurden 
sie nach Entfernen des Kulturmediums mit Trypsin benetzt. Nach ca. 3-minütiger 
Inkubation bei 37°C wurden die Zellen abgespült und ein Teil in frisches Vollmedium 
überführt. Vor einer Kokultur mit primären B-Lymphozyten wurden die Fibroblasten für 
90min mit einer 50Gy-Strahlung behandelt, um deren Proliferation zu stoppen.  
Optimale Zellkulturbedingungen für primäre B-Lymphozyten und B-CLL-Zellen wurden 
durch Kultivierung mit Iscove’s-Medium (supplementiert) geschaffen. Um rekombinante 
Viren in eben diesem Medium gewinnen zu können, wurden alle 293HEK-Zelllinien in 
supplementiertem (10% FCS, 100U/ml Penicillin, 100µg/ml Streptomycin) Iscove 
gehalten. 293HEK-Zelllinien mussten alle 3-4 Tage ca. 1:10 verdünnt werden. Bei den 
maxi-EBV-tragenden 293HEK-Zellllinien wie 293-2089 oder TR-2/293 enthielt das 
Medium zusätzlich 100µg/ml des Antibiotikums Hygromycin zur Aufrechterhaltung des 
episomalen maxi-EBV-Plasmids.  
3.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl  
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer. Um tote von 
lebenden Zellen unterscheiden zu können, wurde die Zellsuspension mit einer 0,5%-
igen Trypanblau-Lösung (in 1xPBS) gemischt.  
Der Farbstoff dringt nur in tote Zellen ein, weshalb sich im Mikroskop anhand der 
Blaufärbung tote von vitalen, ungefärbten Zellen unterscheiden lassen. Die Zählkammer 
hat ein Zählgitter aus 4 großen Quadraten mit je einer Seitenlänge von 1mm unterteilt in 
16 Kleinquadrate. Mit der Tiefe von 0,1mm ergibt sich ein Volumen von 0,1mm3 (=0,1µl) 
für ein Großquadrat. Die Zahl der in einem Großquadrat gezählten Zellen muss daher 
mit 10.000 und dem Verdünnungsfaktor multipliziert werden, daraus ergibt sich die 
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Zellzahl pro ml.  
3.2.1.3 Lagerung von Zellen über längere Zeiträume  
In Gegenwart von Dimethylsulfoxid (DMSO) können Zellen in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und über längere Zeit gelagert werden. Zum Einfrieren wurden etwa  
107 Zellen abzentrifugiert und in 1ml des entsprechenden Mediums, das 10% FCS und  
10% DMSO enthielt, resuspendiert und in ein 2ml-Cryotube pipettiert. Um die Zellen 
schonend abzukühlen, wurde das Röhrchen in einer Isopropanol-isolierten Einfrierbox 
langsam über Nacht auf -80°C abgekühlt. Am nächsten Tag wurden die Zellen zur 
Dauerlagerung in der Gasphase über flüssigem Stickstoff tiefgefroren.  
Zur Wiederverwendung wurden die Zellen in einem 37°C warmen Wasserbad schnell 
aufgetaut. Die Zellen wurden in ein Falcon-Röhrchen, das 50ml vorgewärmtes Medium 
(mit 10% FCS) enthielt, überführt und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 
Kulturmedium aufgenommen und die Zellen im Brutschrank kultiviert.  
3.2.1.4 Isolation von humanen primären Lymphozyten aus Vollblut oder 
Gewebe 
B-CLL-Zellen für Infektionsexperimente wurde aus Vollblut eines Patienten gewonnen, 
welches freundlicherweise von der Leukämie-Station des Universitätsklinikums 
Großhadern bereitgestellt wurde. Primäre B-Lymphozyten für Infektions- oder 
Transformationsversuche wurden aus Vollblut isoliert oder aus Gewebe wie Adenoid 
oder Tonsille nach Routineentnahmen. Auch sogenannte buffy coats dienten als Quelle 
für primäre Lymphozyten. Dabei handelt es sich um durch Zentrifugation 
aufkonzentrierte Blutproben, in denen das Plasma und der überwiegende Teil der 
Erythrozyten entfernt worden ist.  
Aus den Adenoiden sowie den Tonsillen wurde zunächst durch mechanisches 
Zerkleinern und Filtrieren durch ein Zellsieb mit einer Porengröße von 100µm eine 
Einzelzellsuspension hergestellt und die Zellen mehrmals mit 1xPBS gewaschen. Die 
Zellen wurden in 60ml 1xPBS resuspendiert. T-Lymphozyten wurden durch Zugabe von 
0,5-1ml Schafsblut für 15min bei RT rosettiert und anschließend in einem 
Ficollgradienten durch Zentrifugation abgetrennt.  
Die Proben wurden jeweils 1:1 mit 1xPBS vermischt und mit einer Ficoll-Trennlösung 
(Ficoll-Dichte 1,077) unterschichtet. Zur Aufreinigung im 30%-igen Ficoll-Gradienten 
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wurden die Proben bei 1.850rpm (740xg) 30min bei 4°C durch ein Ficoll-Kissen 
zentrifugiert und langsam abgebremst. Kurz über dem Erythrozytenpellet am Boden 
befindet sich nun eine dünne Schicht von Leukozyten. In der Schicht über der 
Interphase befindet sich verdünntes Plasma. Die Interphase zwischen schwerer und 
leichter Flüssigkeitsphase, die neben Monozyten fast ausschließlich B-Lymphozyten 
enthält, wurde abgenommen und Ficollreste sowie restliche Thrombozyten durch 
dreimaliges fraktioniertes Waschen der Zellen mit 1xPBS entfernt. Anschließend 
wurden die primären B-Zellen in Kulturmedium (supplementiert) suspendiert und meist 
direkt verwendet. Die Zellen können auch über Nacht bei 37°C im Inkubator aufbewahrt 
und am nächsten Tag für Experimente eingesetzt werden.  
3.2.2 Transfektion und Virusaufarbeitung 
3.2.2.1 Stabile Transfektion von Zellen und Selektion stabiler Zellklone 
mit Hygromycin  
Für die Etablierung EBV+ stabiler Zelllinien wurden 293HEK-Zellen in einer Kammer 
einer 6-Kammerplatten bis zu einer 70%-igen Konfluenz kultiviert und dann mit 0,5µg 
DNA des entsprechenden maxi-EBV-Plamids transfiziert. Die Transfektion mit 
Lipofectamin in serumfreiem Medium (OptiMEM) wurde nach Angaben des Herstellers 
durchgeführt (6µl Lipofectamin pro 1µg transfizierter DNA, 200µl/45min/32°C).  
Alternativ dazu wurde auch ein modifiziertes Protokoll für die Transfektion mit 
Metafectene verwendet (5µl Metafectene pro 1µg transfizierter DNA in 
Zellkulturmedium, 200µl/15-20min/RT). Nach 1-3 Tagen wurden die Zellen in 
Zellkulturschalen (Durchmesser 14cm) überführt und Hygromycin (100µg/ml 
Endkonzentration) dem Kulturmedium hinzugegeben. In den ersten Tagen nach 
Transfektion wurde das Kulturmedium täglich vorsichtig gewechselt, um die toten Zellen 
zu entfernen. Drei bis vier Wochen später wurden auswachsende Zellklone, die sich im 
Fluoreszenzmikroskop als positiv für die eGFP-Expression erwiesen, mittels Trypsin-
Spülung vorsichtig geerntet und einzeln expandiert.  
3.2.2.2 Transiente Transfektion und Generierung infektiöser 
Viruspartikeln  
Die Zelllinien 293-2089, TR-2/293 und 293-VII+ bzw. auch deren Derivate wurde durch 
Induktion des lytischen Zyklus zur Virusproduktion angeregt. Mit Hilfe von einer 
 Methoden 47 
 
Verpackungszelllinie wie TR-2/293 (Delecluse, 1999) konnten EBV-basierte, TR+ 
Genvektoren in rekombinante infektiöse Viruspartikel verpackt werden. In allen Fällen 
wurden jeweils ca. 4x105 Zellen pro Kammer einer 6-Kammerplatte zur Transfektion in 
2ml serumhaltigem Standardmedium ohne jegliche Antibiotika ausplattiert.  
Etwa 12-24h nach dem Aussäen wurden sie mit Expressionsplasmiden für BZLF1 
(p0509; 0,25µg/Kammer) und BALF4 (p2670; 0,25µg/Kammer) nach Angaben der 
Hersteller der Transfektionsreagenzien transient transfiziert. Die Transfektion mit 
Lipofectamin fand in serumfreiem Medium (OptiMEM) statt, die mit Metafectene in 
Antibiotika-freiem Zellkulturmedium. Verpackungszellen wurden zusätzlich mit 
0,5µg/Kammer eines TR+ Genvektors kotransfiziert. Ein Mediumwechsel (5ml) am 
nächsten Tag entfernte überschüssige Transfektionsreagenz und erhöhte den Titer. 
Nach weiteren 3 Tagen Kultivierung bei 37°C wurden die produzierten Viren im 
Medienüberstand geerntet und nach zwei Zentrifugationsschritten (1.200rpm/10min, 
5.000rpm/20min) vorsichtig ohne Druck filtriert, um Zelltrümmer abzutrennen 
(Porengröße 0,8µm). Virusüberstände können über mehrere Wochen bei 4°C gelagert 
werden.  
3.2.2.3 Konzentration von Virusüberständen  
Bei Experimenten, in denen eine höhere Konzentration an Viruspartikel benötigt wurde, 
als mit den gereinigten Überständen erreicht werden konnte, wurden die infektiösen 
Partikel in den Überständen aufkonzentriert. Dies geschah durch eine 3-stündige 
Ultrazentrifugation bei 20.000xg (12.500rpm) und 10°C in einem SW28-
Ausschwingrotor. Die Viruspellets wurden in einem kleineren Volumen (zwischen 1/10 
und 1/30) serumhaltigem Standardmedium aufgenommen und über Nacht bei 4°C zur 
vollständigen Resuspendierung inkubiert. Nach erneuter Filtration wurden die 
konzentrierten Überstände für Infektionsversuche eingesetzt.  
3.2.3 Infektion mit Virusüberständen und Infektionsinhibierung  
3.2.3.1 Infektion von Zellen für Immunfluoreszenz-Analyse oder 
Durchflusszytometrie (FACS)  
Die Quantifizierung des Titers verschiedener Virusüberstände erfolgte mit Hilfe der 
eGFP-Expression infizierter Raji-Zellen. Durch Infektion weiterer Zellarten ließen sich 
Aussagen über die Qualität der rekombinanten Viren treffen und Rückschlüsse auf 
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Gentransfer ziehen.  
Pro Kammer wurden 1x105 der zu infizierenden Zelllinien in 1ml Virusüberstand (nicht 
konzentriert oder konzentriert) bei 37°C in 48-Kammerplatten inkubiert. Zwei Tage nach 
der Infektion kann durch Zugabe von TPA (20ng/ml Endkonzentration) und Butyrat 
(3mM Endkonzentration) ins Kulturmedium die eGFP-Genexpression verstärkt werden. 
Am dritten Tag wurden die Zellen in 1xPBS gewaschen und mittels Mikroskopie oder 
Durchflusszytometrie untersucht.  
Zum Nachweis der eGFP-Expression wurden die Zellen in situ mit Licht der 
Wellenlänge 450-490nm bestrahlt und mit Hilfe eines inversen Fluoreszenzmikroskopes 
mikroskopiert und die Anzahl eGFP+ Raji-Zellen bestimmt. Durch Vergleich mit der 
Gesamtzahl an Raji-Zellen, die durch Mikroskopie ermittelt wurde, ließ sich der 
Virustiter berechnen.  
3.2.3.2 Infektion von primären B-Zellen mit maxi-EBVs zur Bestimmung 
der Immortalisierungseffizienz  
EBV- primäre humane B-Lymphozyten aus Adenoiden, Tonsillen oder Blut wurden mit 
dem virushaltigen Zellüberstand gemischt und mit einer Konzentration von 1x105  
B-Zellen in 100µl RPMI 1640 mit 10% FCS pro Kammer auf eine Schicht von letal 
bestrahlten (75Gy) humanen Wi38-Fibroblastenzellen (1x104 Zellen/Kammer) in  
96-Kammerplatten ausplattiert. Die Kokultur mit Fibroblastenzellen verbessert die 
Überlebensfähigkeit der primären B-Zellen für mehrere Tage. Einen Tag nach 
Viruszugabe wurden 100µl Medium durch die gleiche Menge frischen Mediums mit 
1µg/ml CyclosporinA zur T-Zell-Inhibition ersetzt. Einmal wöchentlich wurde die Hälfte 
des Mediums abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Nach 6-8 Wochen 
konnte der prozentuale Anteil der Kulturgefäße mit proliferierenden B-Lymphozyten 
bestimmt werden.  
Für die Bestimmung der Transformationseffizienz verschiedener maxi-EBV-Mutanten 
wurden nur Verdünnungsstufen in die Kalkulation einbezogen, die die statistischen 
Voraussetzungen eines Einzelereignisses erfüllten (Frisan, 2001).  
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3.2.4 Zellanalysen 
3.2.4.1 Immunfluoreszenz-Färbung  
Die Expression lytisch induzierbarer EBV-Proteine sowie die transiente Expression von 
Proteinen nach Transfektion wurde durch Immunfärbungen nachgewiesen. Induzierte 
maxi-EBV-tragende 293HEK-Zellen wurden mit 1xPBS gewaschen, auf einem 8-Loch-
Objektträger getrocknet und für 20min in Aceton fixiert und permeabilisiert. 
Anschließend wurden sie mit spezifischen monoklonalen Antikörpern 30min bei 37°C in 
einer feuchten Kammer (erhöhte Luftfeuchte durch Wasser auf dem Boden eines 
geschlossenen Gefäßes) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen des Objektträgers mit 
1xPBS in einer Hellendahl-Färbekammer wurden die Zellen mit einem zweiten, Cy3-
konjugierten Sekundärantikörper für weitere 30min bei 37°C inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen dreimal mit 1xPBS gewaschen und in einer 10%-igen 
1xPBS/Glycerin-Lösung eingebettet. Zur Analyse wurden die gefärbten Zellen mit Licht 
der Wellenlänge 546nm bestrahlt und mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop 
(Axiovert 10) mikroskopiert.  
3.2.4.2 Durchflusszytometrie  
Nach Färbung von Zellen mit Antikörpern, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt 
sind, kann man im Durchflusszytometer auf der Basis einzelner Zellen bestimmen, 
wieviele Zellen einer Population ein bestimmtes Protein exprimieren und welches 
relative Expressionsniveau auf der Oberfläche erreicht wird. Exprimieren die Zellen 
Fluoreszenzfarbstoffe wie z. B. eGFP, ist keine zusätzliche Färbung mit einem 
Antikörper nötig im Gegensatz zur Detektion einer Antigenexpression auf der 
Zelloberfläche. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit nicht infektiösem 
Kulturüberstand inkubiert wurden oder die mit Isotyp-Kontrolle gefärbt wurden.  
Dazu wurden 1x105 - 1x106 der zu analysierenden Zellen in kaltem 1xPBS mit 5% FCS 
gewaschen. Anschließend folgte falls notwendig eine Inkubation der Zellen zusammen 
mit spezifischen Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikörpern (monoklonal) 20min auf 
Eis. Unspezifische Bindungen wurden durch Inkubation mit dem humanen Isotyp-IgG1 
Antikörper (monoklonal) detektiert. Nach zweimaligem Waschen in 1xPBS mit 5% FCS 
wurde die Oberflächenexpression in einem Durchflusszytometer (FACSCalibur) 
gemessen. Zur Bestimmung der absoluten Zellzahl an eGFP+ Raji-Zellen wurde eine 
definierte Menge an APC-Kügelchen (beads) als Volumenstandard zugegeben. In dem 
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Gerät wird jede Zelle von einem Laserstrahl getroffen und kann anhand der 
spezifischen Streuung und Fluoreszenz einem bestimmten Zelltyp zugeordnet werden. 
Anhand der Messdaten konnte der Titer berechnet werden.  
3.2.4.3 Nachweis der IFN-γ-Produktion nach spezifischer Stimulierung 
der T-Zellen mittels ELISA 
In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung von IFN-γ-Konzentrationen in 
Zellkulturüberständen ein enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) nach dem 
Protokoll des Herstellers verwendet. PBMCs oder T-Zellen wurden ca. in dem 
Verhältnis 5:2 mit Stimulatorzellen, etwa infizierten B-CLL-Zellen oder mit Exosomen 
inkubierte LCLs, 12-36h bei 37°C und 5% CO2 koinkubiert. Die Überstände wurden auf 
eine 96-Kammerplatte gegeben, die zuvor mit einem monoklonalen Antikörper gegen 
humanes IFN-γ über Nacht bei 4°C beschichtet, gewaschen (0,05% Tween20 in 
1xPBS) und mit Standardmedium für eine Stunde blockiert worden war. Zusammen mit 
einer Standardverdünnungsreihe von humanem IFN-γ als Konzentrationsstandard (im 
Kit enthalten) wurde die Platte zwei Stunden bei RT stehen gelassen. Nach drei 
weiteren Waschgängen wurde ein biotinylierter monoklonaler Antikörper gegen ein 
zweites Epitop des humanen IFN-γ zugegeben und eine Stunde inkubiert. Nach 
weiterem Waschen folgte die Zugabe von alkalischer Phosphatase-konjugiertem 
Streptavidin. Nach einer Stunde wurde ungebundenes Enzym weggewaschen und 
Nitrophenylphosphat-Substratlösung (Alkaline Phosphatase Substrate Kit von Bio-Rad) 
zugegeben. Sobald sich eine deutliche gelbe Farbe entwickelt hatte, wurde die 
Absorption bei 405nm im ELISA-Lesegerät in zeitlichen Abständen mehrmals 
gemessen.  
3.2.4.4 Konfokale Lasermikroskopie  
Zur Charakterisierung der Exosomen nach Inkubation mit Raji-Zellen wurde eine 
Konfokale Lasermikroskopie durchgeführt. Pro Messung wurden etwa 5x104 Zellen 
benötigt.  
Nach Inkubation mit Exosomen-haltigen Überständen wurden die Zellen in 1xPBS 
gewaschen. Durch Resuspension der Zellen in 1ml raumtemperiertem 4% PFA wurden 
die Zellen 10min bei RT fixiert, anschließend abzentrifugiert, auf einen SuperFrost-
Objektträger aufgetropft und im Dunkeln bei RT getrocknet. Mit Hilfe der 2-minütigen 
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DAPI-Färbung wurde der Zellkern angefärbt. Nach dem Waschen mit 1xPBS wurde die 
Probe durch ein Deckgläschen in Einbettlösung luftblasenfrei abgeschlossen, mit 
Nagellack versiegelt und im Konfokalen Lasermikroskop analysiert.  
3.3 DNA-Arbeitstechniken  
Die Anwendung allgemein üblicher Techniken, die im Umgang mit Nukleinsäuren 
benutzt wurden, wie z. B. Phenolextraktion, Ethanolpräzipitation, Konzentrations-
Bestimmung im Spektralphotometer, Auftrennung bzw. Isolierung von DNA-Fragmenten 
aus Agarosegelen, enzymatische Restriktionshydrolyse, Dephosphorylierung von DNA 
mit alkalischer Phosphatase, Auffüllen 5'-überhängender DNA-Enden mittels Klenow-
Polymerase, Ligierung freier DNA-Enden, Präparation von Plasmid-DNA über alkalische 
Lyse, Affinitätsmatrices oder durch Ultrazentrifugation in einem Cäsiumchlorid-
Gradienten etc. erfolgte in Anlehnung an die Standardprotokolle (Sambrook, 1989).  
3.3.1 Präparative Plasmidreinigung  
3.3.1.1 Aufreinigung von Plasmiden ohne Endotoxine  
Die Plasmidpräparation, bei der störende prokaryontische Endotoxine entfernt werden, 
erfolgte mit EndoFree PlasmidPrep nach dem Protokoll des Herstellers. Die 
Bakterienlyse und DNA-Präparation erfolgte in modifizierter Form nach der Methode der 
alkalischen Lyse.  
3.3.1.2 Präparation von EBV-Plasmid-DNA aus E. coli  
Die präparative Plasmidaufarbeitung erfolgte mit Hilfe von DNA-Adsorptionssäulen 
entsprechend den Angaben des Herstellers (Macherey-Nagel und Genomed) oder 
durch konventionelle CsCl-Dichtegradientenzentrifugation. Die Menge und Reinheit der 
erhaltenen DNA war nach den Adsorptionssäulen geringer als nach CsCl-Gradient, 
aber für eine Transfektion der DNA in HEK293-Zellen ausreichend. 
Für präparative Plasmidaufarbeitungen wurden jeweils 400ml einer stationär 
gewachsenen Bakterienkultur verwendet. Die Bakterienlyse und DNA-Präparation 
erfolgte in modifizierter Form nach der Methode der alkalischen Lyse (Birnboim, 1979, 
Sambrook, 1989). Die gewonnene DNA wurde in insgesamt 100ml TE aufgenommen.  
Zur CsCl-Dichtegradientenzentrifugation wurden 110g CsCl hinzugegeben und 
aufgelöst. Diese Mischung wurde auf 4 Ultrazentrifugenröhrchen (Sorvall, 35ml), in 
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denen je 800µl Ethidiumbromid vorgelegt wurde, verteilt. Die UZ-Röhrchen wurden mit 
1,55 g/ml CsCl-Lösung aufgefüllt. Die Zentrifugation erfolgte für 72h bei 35.000rpm und 
20°C in einer L7-55-Ultrazentrifuge. Nach dieser Zeit wurden die DNA-Banden unter 
UV-Licht (365nm) sichtbar gemacht und die jeweils unteren Banden, die der 
supercoiled-Plasmid-DNA entsprechen, mit einer Einmalkanüle (2,1x38mm, BOVI•VET) 
abgezogen. Aus der Plasmid-DNA-Mischung wurde das restliche Ethidiumbromid durch 
Zugabe von CsCl-gesättigtem Isopropanol extrahiert. Nach erfolgter DNA-Präzipitation 
mit Isopropanol wurde die EBV-Plasmid-DNA in TE aufgenommen.  
3.3.2 Homologe Rekombination in E. coli zur Konstruktion von maxi-
EBV-Mutanten  
Zur homologen Rekombination mit einem maxi-EBV-Plasmid wurden lineare DNA-
Fragmente durch Elektroporation in den recA+, recBC- E. coli-Stamm BJ5183 (Janz, 
2000) transformiert. Dieser E. coli-Stamm trug das Rezipienten-maxi-EBV-Plasmid 
p2089 oder ein Derivat (p2491, p2510, p2827) davon. Nach Transformation des 
linearen DNA-Fragments von p2419, p2496, p2821 bzw. p2068 wurden die Bakterien 
eine Stunde zur phänotypischen Expression bei 37°C inkubiert. Diese wurden auf 
Chloramphenicol-Resistenz, vermittelt durch maxi-EBV, und Zeozin oder Kanamycin als 
weiteren Selektionsmarker durch das rekombinierte Fragment selektioniert.  
Bei allen beschriebenen EBV-Mutanten wurde die Plasmid-DNA, die aus positiven 
BJ5183-Klonen gewonnen wurde, mittels eines CsCl-Gradienten aufgereinigt. Danach 
wurden die mutierten maxi-EBVs durch Elektroporation in DH10B Bakterien überführt 
und diese zur weiteren Produktion kultiviert.  
3.3.3 Isolierung genomischer DNA aus primären B-Zellen  
Zur Analyse des EBV-Statuses in primären B-Zellen verschiedener Spender wurde die 
genomische DNA aus den gereinigten Zellen isoliert.  
3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  
Pfu-DNA-Polymerase und der dazugehörige Puffer wurden von der Firma Promega 
bezogen, Taq-DNA-Polymerase und der dazugehörige Puffer wurden von der Firma 
MBI Fermentas bezogen und die PCR-Analysen jeweils nach Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Das Temperaturprofil der PCR richtete sich nach den 
Schmelztemperaturen der Oligodesoxynukleotide und der Länge des zu 
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amplifizierenden DNA-Fragmentes. Für die Extension wurden 90s pro 1.000 zu 
amplifizierenden Basen angenommen. In der Regel wurden 35 Zyklen durchlaufen. Die 
Oligonukleotide wurden von Metabion bezogen. Die Abfolge lautete: 1min/95°C, 
45s/50-60°C, 1-2,5min/72°C.  
3.3.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegel-
Elektrophorese  
DNA-Fragmente wurden je nach Größe in Agarosegelen geeigneter Konzentration 
aufgetrennt. Die Migrationsgeschwindigkeit der Fragmente ist dabei dem Logarithmus 
ihrer Größe umgekehrt proportional. Die Agarosekonzentration eines Gels betrug 
zwischen 0,7% und 4%. Als Laufpuffer diente 1xTBE oder 1xTAE. Die anzulegende 
Spannung berechnete sich aus dem Abstand der beiden Elektroden und betrug etwa 
3V/cm. Zur Sichtbarmachung der Nukleinsäuren wurde das Gel nach dem Lauf für ca. 
15min in einer Ethidiumbromidlösung (40ng/ml) gebadet und unter UV-Licht betrachtet.  
3.3.6 Southern-Blot-Hybridisierung  
10µg zellulärer DNA wurden mit entsprechenden Restriktionsenzymen gespalten und in 
einem Agarosegel (0,8%, 1xTAE) elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA wurde nach 
der Gelelektrophorese durch Färbung mit Ethidiumbromid (40ng/ml in 1xTAE-Puffer) 
sichtbar gemacht. Zur Vorbereitung des Transfers der DNA auf eine Nylonmembran 
wurde das Agarosegel 15min auf einem Schüttler in 0,25M HCl geschwenkt, um 
Strangbrüche in den DNA-Fragmenten zu induzieren. Anschließend wurde die DNA in 
1,5M NaCl/1,5N NaOH für 30min denaturiert, um eine Bindung der DNA-Einzelstränge 
an die verwendete Trägermembran zu ermöglichen, und durch kapillaren Transfer auf 
eine Nylonmembran (HybondN+) übertragen. Für den Transfer wurde das Gel auf eine 
Frischhaltefolie gelegt, die Membran luftblasenfrei aufgelegt und darüber einige Lagen 
Whatman-Papier und Zellstoff, sowie ein Gewicht geschichtet. Nach 45min wurde der 
Transfer beendet (Southern, 1975).  
Die Membran wurde 30min in 2xSSC gewaschen und anschließend für die 
Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Probe verwendet. Die Prähybridisierung 
erfolgte in einer Glasröhre in 10ml Hybridisierungspuffer nach Church für 1h bei 65°C 
(Church, 1984). Nach dieser Zeit wurde der Puffer erneuert, die radioaktiv markierte 
Probe (4x107 dpm/ml) zugegeben und die Hybridisierung an homologe DNA-Bereiche 
über Nacht bei 65°C durchgeführt.  
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Die hybridisierten Nylonfilter wurden bei 65°C zunächst für 10min in 2xSSC; 0,1% SDS 
und im Anschluß daran 2x20min in 0,1xSSC; 0,1% SDS gewaschen. Die Filter wurden 
in Frischhaltefolie gepackt und unter Verwendung einer Verstärkerfolie bei -80°C auf 
einen Röntgenfilm autoradiographiert. Die Dauer der Exposition zwischen 1min und 
mehreren Stunden richtete sich nach der Intensität der radioaktiven Strahlung.  
3.3.7 Plasmid-Rückgewinnung  
Zur Bestätigung der genetischen Zusammensetzung des Helfergenoms wurde das 
zirkuläre maxi-EBV-Plasmid aus 293HEK-(Verpackungs-)Zellen nach einem Protokoll 
von Griffin (Griffin, 1981) isoliert. Die isolierte DNA wurde anschließend durch 
Elektroporation in den E. coli Stamm DH10B überführt (siehe Kapitel 3.1.2.2).  
Von den zu analysierenden Zellen wurden ca. 1x107 abzentrifugiert, mit 1xPBS 
gewaschen und in 2,1ml TE aufgenommen und durch Zugabe von 1% SDS lysiert. 
Nach Zugabe von 50µl Proteinase K (10mg/ml, 50µg/ml Endkonzentration) wurden die 
lysierten Zellen 2-3h bei 50°C bzw. über Nacht bei 37°C verdaut. Anschließend wurde 
die zelluläre DNA nach einem modifizierten Protokoll von Bernhard Hirt extrahiert (Hirt, 
1967). Nach Zusetzen von 1ml 5M NaCl (0,3M Endkonzentration) wurde die 
Suspension kräftig geschüttelt und für 30min bei 15.300rpm in einer Sigma-Zentrifuge 
mit einem HS4-Ausschwingrotor abzentrifugiert. Der Überstand wurde mit zweifachem 
Volumen Ethanol präzipitiert, das Pellet mit 70%-igem Ethanol gewaschen und in einem 
geeigneten Volumen TE (ca. 500µl) über Nacht resuspendiert.  
Nach Extraktion wurde die Plasmid-DNA in den E. coli-Stamm DH10B durch 
Elektroporation transformiert und auf Agarplatten mit Kanamycin selektioniert. Die DNA 
einiger der ausgewachsenen Klone wurden aufgereinigt und die rückgewonnene 
Plasmid-DNA durch Restriktionshydrolyse mittels BamHI und BglII, Gel-Elektrophorese 
und PCR auf Richtigkeit getestet.  
3.3.8 Konstruktion der Genvektoren  
Die Konstruktion der neuen Genvektoren erfolgte mit einfacher Klonierung. Alle 
Klonierungsschritte wurden in den Bakterienstämmen DH5α oder DH10B durchgeführt. 
Alle Plasmide, die als Selektionsmarker supF enthalten, wurden in dem 
Bakterienstamm MC1061/P3 bzw. DH10B Ampr/Tetr(amber) propagiert.  
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3.3.8.1 Genvektor p2924  
Das Gen des humanen CD40 Liganden, hCD40L, wurde mittels PCR von einer cDNA 
humaner peripherer mononukleärer Zellen, welche freundlicherweise von Herrn 
Mailhammer zur Verfügung gestellt wurde, amplifiziert und zwischen CMV-Promotor 
und Polyadenylierungsstelle nach Linearisierung des pRK5-Plasmids mit EcoRI und 
HindIII (Klenow) eingefügt. Das hCD40L-Expressionsplasmid heißt p2868. Zur 
Klonierung des Genvektors p2924 wurde mittels XmnI die Expressionskassette von 
hCD40L unter der Kontrolle des CMV-Promotors gewonnen.  
Auch p2888, welches den oriLyt des M-ABA-Stammes trägt (Bornkamm, 1980, Freese, 
1983), musste vorab modifiziert werden. Durch Einfügen des Xba-Linkers an der zuvor 
durch XcmI und Mung Bean-Nuklease-Behandlung geöffneten Schnittstelle wurde das 
in unmittelbarer Nähe zum oriLyt liegende LF3-Gen unterbrochen und somit inaktiviert. 
Es entstand das Plasmid p2928. Durch Restriktionsverdau mit StuI und MscI erhält man 
oriLyt von M-ABA in linearisierter Form.  
Das eigentliche Basisplasmid p1913 des Konstruktes p2924 enthält als 
Selektionsmarker supF. Aus p1913 wurde TNF-2R mitsamt Promotor und 
Polyadenylierungssequenz mittels MluI und BamHI entfernt, die überstehenden Enden 
durch das Klenow-Enzym aufgefüllt und durch die linearisierte Expressionskassette von 
hCD40L über glatte Enden ersetzt (p2922). NheI-Verdau und Klenow-Behandlung 
linearisierten p2922 für die Ligierung mit dem oriLyt-Fragment, es entstand p2923. 
Zuletzt wurde dem Plasmid p0588 mittels EcoRI und PagI die TR entnommen und die 
überhängenden Enden des Fragmentes durch Klenow-Behandlung aufgefüllt. Dieses 
TR-Fragment wurde nach Öffnen von p2923 durch Psp1406I und Klenow eingesetzt.  
3.3.8.2 Genvektoren p3100 und p3326  
Auf der Basis von p2924 wurde für p3100 und p3326 die hCD40L-Kassette entfernt und 
durch mRFP bzw. eGFP ersetzt. Das Plasmid p3056 diente als Quelle für das mRFP-
Gen, welches mittels BamHI und EcoRI (Klenow) entnommen und in das nach 
Schneiden mit ClaI und HindIII (Klenow) linearisierte p2924 ligiert wurde. Für eGFP 
wurde p2924 mit ScaI und NdeI geschnitten und mit dem Fragment aus p1925 nach 
NdeI- und SspI-Verdau verbunden.  
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3.3.8.3 Genvektoren p3303 und p3304  
Diese beiden Genvektoren stellen die Pendants zu p1933 dar. Als Basisplasmid diente 
p0588, welches mittels HindIII und Klenow linearisiert wurde. Für p3303 wurde die 
mRFP-Kassette aus p3100 und für p3304 die hCD40L-Kassette aus p2923 jeweils 
durch Schneiden mit MunI und AvrII (Klenow) entnommen.  
3.3.8.4 Genvektor p3460  
Im Falle des Genvektors p3460 wurde supF mittels PCR aus p2924 amplifiziert und 
aufgereinigt. Dieses Framgment wurde an den durch die Primer eingefügten 
Schnittstellen für AseI und ClaI verdaut und als sticky ends mit dem ebenfalls durch 
AseI und ClaI linearisierten p1933 ligiert.  
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4 ERGEBNISSE  
Viren haben sich im Laufe der Evolution zur eigenen Reproduktion hervorragend an 
unterschiedlichste Bedingungen angepasst. Ihre Fähigkeit, humane Zellen als Wirt 
effizient zu infizieren, wird nun für virusbasierte Therapieansätze genutzt. Geeignete 
Viren sind neben effizienter Infektion auch in der Lage, therapeutisch relevante DNA-
Abschnitte in die Wirtszelle einzuschleusen. Ein enges Wirtsspektrum ist bei den 
meisten Anwendungen vorteilhaft, um eine zielgerichtete Infektion und damit den 
Transfer therapeutischer DNA allein auf den zu behandelnden Zelltyp zu beschränken. 
Das zu den Herpesviren gehörende EBV erfüllt diese Eigenschaften, es infiziert sowohl 
ruhende als auch proliferierende B-Zellen und persistiert latent als Episom, so dass eine 
stabile Weitergabe an Tochterzellen ohne riskante Integration in das Zellgenom erfolgt.  
Aufgabe dieser Arbeit war es, ein auf EBV basiertes Verpackungssystem zu entwickeln, 
welches speziell für eine klinische Anwendung auf alle Sicherheitsrisiken getestet und 
optimiert wird. Dazu galt es ein optimiertes Helfergenom zu klonieren, in dem 
potenzielle virale Onkogene deletiert oder inaktiviert werden. Nach Transfektion von 
293HEK-Zellen mit diesem modifizierten maxi-EBV wurde eine neue 
Verpackungszelllinie etabliert. Der erste Teil der Ergebnisse beschreibt die Generierung 
dieser optimierten Verpackungszelllinie. Im zweiten Teil folgen Ergebnisse über die 
Entwicklung geeigneter Genvektoren und deren Verpackung durch die optimierte 
Verpackungszelllinie. Die Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji dient als Standard-
Infektionsmodell, von B-CLL-Patienten gewonnene B-Lymphozyten dienen als 
Anwendungsbeispiel für die Praxis.  
4.1 Generierung der optimierten Verpackungszelllinie  
293-VII+ 
Ein wichtiger Schritt in Richtung viraler Gentherapie mittels EBV war die 
Voraussetzung, das große herpesvirale Genom genetisch manipulieren zu können. Mit 
der Klonierung des gesamten Genoms von B95-8 auf ein Plasmid mit prokaryontischem 
F-Faktor wurde die Replikation in E. coli möglich. Neben dem Replikationsfaktor befand 
sich zur Selektion in prokaryontischen Zellen das Gen der Chloramphenicol-
Acetyltransferase auf dem Plasmid. Eine Selektion in eukaryontischen Zellen wird 
vermittelt durch die Hygromycin-Phosphotransferase. Das Gen des verstärkt grün 
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fluoreszierenden Proteins eGFP, ebenfalls unter einem eukaryontischen Promotor, 
erleichtert die Identifikation von transfizierten bzw. infizierten Zellen (Delecluse, 1998). 
Die Abb. 2 in Kapitel 1.2.3 zeigt eine Karte dieses maxi-EBV-Genoms p2089.  
Durch stabile Transfektion von 293HEK-Zellen mit p2089 wurde eine Zelllinie etabliert, 
die nach Induktion des lytischen Zyklus EBV-Partikel produziert. Diese Viren weisen 
Wildtyp-Eigenschaften auf, sie infizieren und transformieren effizient primäre humane  
B-Lymphozyten (Delecluse, 1998). Mittels homologer Rekombination in E. coli können 
in p2089 genetische Modifikationen eingeführt werden. In einem ersten Schritt wurden 
die cis-agierenden viralen Verpackungssignale aus dem Genom deletiert (Delecluse, 
1999). Mit diesem modifizierten maxi-EBV-Genom p2114 wurden wiederum 293HEK-
Zellen transfiziert und die erste Generation einer stabilen Verpackungszelllinie 
selektioniert. Nach transienter Transfektion mit einem TR+ Genvektor und Aktivierung 
des lytischen Zyklus werden rekombinante Viren herstellt (Delecluse, 1999).  
Diese erste Generation der EBV-basierten Verpackungszelllinie trägt bis auf die 
Verpackungssignale alle viralen Gene eines Wildtyp-Virus. Frühere Arbeiten haben 
gezeigt, dass während der Replikation von Herpesviren Rekombinationsereignisse 
stattfinden, wie sie auch bei Versuchen mit der TR- Verpackungszelllinie beobachtet 
wurden (Delecluse, 1999, Pfüller, 1996, Wilkinson, 2004). Somit besteht die Gefahr, 
dass nach Rekombination zwischen Helfergenom und Genvektor verpackbares 
Helfervirus mit Wildtyp-Eigenschaften entsteht. Im Hinblick auf eine sichere Anwendung 
in der Gentherapie sollte deshalb eine optimierte Verpackungszelllinie konstruiert 
werden, bei der die Entstehung transformierender Viren ausgeschlossen ist.  
4.1.1 Klonierung des maxi-EBV-Helfergenoms p2831  
Einige EBV-Gene werden in latent infizierten B-Zellen und EBV-assoziierten 
Erkrankungen exprimiert. Die nukleären Antigene EBNA2 und EBNA3A und -C, sowie 
das latente Membranprotein LMP1 initiieren die Transformation humaner B-Zellen  
in vitro (Cohen, 1989a, Hammerschmidt, 1989, Kaye, 1993, Kempkes, 1995c, Kieff, 
2001, Tomkinson, 1993). Die Expression von LMP1 ist vom Transkriptionsfaktor EBNA2 
abhängig. Beide sind für die Aufrechterhaltung des immortalisierten Zustands essenziell 
(Kempkes, 1995c, Kilger, 1998). Da diese viralen Gene potenzielle Onkogene 
darstellen und für die Virussynthese entbehrlich sind, wurden sie vom neuen 
Helfergenom deletiert bzw. genetisch inaktiviert.  
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Ein weiteres Risiko für eine therapeutische Anwendung stellt der Induktor des lytischen 
Zyklus von EBV, BZLF1, dar, welcher für die produktive Infektion essenziell ist 
(Feederle, 2000). Durch Deletion von BZLF1 lässt sich also die spontane lytische 
Replikation dieses Helfervirus in der Zielzelle verhindern. Wie schon bei der 
Verpackungszelllinie der ersten Generation wurden auch bei der optimierten Zelllinie 
wieder die TR deletiert.  
Die genetischen Modifikationen wurden ausgehend von dem maxi-EBV-Plasmid p2089 
schrittweise durch lineare Integration oder chromosomal building (Neuhierl, 2005, 
O'Connor, 1989) in E. coli eingeführt. Beide Methoden werden zusammengefasst zur 
Methode der homologen Rekombination und erlauben über homologe Anlagerung den 
strangweisen Austausch der dazwischenliegenden Gensequenz in sehr großen 
Plasmiden.  
4.1.1.1 Homologe Rekombination der maxi-EBV-Plasmide in E. coli  
Durch homologe Sequenzen soll in E. coli ein Rekombinationsereignis hervorgerufen 
werden. Dazu wird in einen chemokompetenten maxi-EBV-tragenden E. coli-Stamm ein 
lineares DNA-Fragment transformiert. Damit dieses lineare DNA-Fragment nicht durch 
endogene Exonukleasen degradiert wird, erfolgt die homologe Rekombination in dem  
E. coli-Bakterienstamm BJ5183, dessen Exonuklease durch den recBC- Genotyp 
funktionslos ist. Die genetische Modifikation durch Austausch der Gensequenzen an der 
richtigen Stelle wurde durch Selektion auf Antibiotika-Resistenzen, 
Restriktionslängenanalyse und Southern-Blot-Hybridisierung überprüft. Nach erfolgter 
Rekombination wurde das Plasmid einer Kolonie aufgereinigt und durch Elektroporation 
in den E. coli-Stamm DH10B übertragen.  
4.1.1.2 Genealogie der maxi-EBV-Plasmide  
Ausgehend von dem maxi-EBV-Plasmid p2089, welches das Konstrukt aus B95-8-
Wildtyp-Genom und prokaryontischem Replikationsfaktor ist (Delecluse, 1998), wurden 
in vier aufeinander folgenden homologen Rekombinationen folgende genetische 
Modifikationen vorgenommen (siehe Tab. 2).  
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Im ersten Schritt wurde die gesamte kodierende Sequenz von EBNA2 mit Hilfe des 
Vorkonstrukts p2419 durch chromosomal building deletiert (Cohen, 1989b, 
Hammerschmidt, 1989). LMP1 wurde in dem Plasmid p2491 durch Deletion der 
Transmembrandomäne inaktiviert, das entstehende artifizielle Fusionsprotein  
ΔTM-LMP1 ist nicht funktional und besitzt einen dominant negativen Phänotyp für  
B-Zell-Proliferation (Dirmeier, 2003). Durch chromosomal building mit Hilfe des 
Vorkonstrukts p2496 entstand das EBNA2- und LMP1- Plasmid p2510. Da die 
kodierenden Sequenzen von EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C und BZLF1 räumlich sehr 
dicht beieinander liegen, wurden im folgenden Schritt mit einem einzigen Vorkonstrukt 
p2821 die Gene der EBNA3-A bis -C deletiert und an Stelle des BZLF1-Gens über 
lineare Integration das Zeozin-Resistenzgen eingefügt. In diesem Plasmid p2827 
wurden zuletzt die viralen Verpackungssignale, TR, durch das lineare DNA-Fragment 
von p2068, welches das Kanamycin-Resistenzgen trägt, ausgetauscht. Der Genotyp 
des resultierenden maxi-EBV-Plasmids p2831 trägt nun die gewünschten genetischen 
Modifikationen (siehe Abb. 7, Tab. 2).  
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Abb. 7 Karte des maxi-EBV-Plasmids p2831  
Rote Dreiecke weisen auf Deletionen der Genabschnitte von LMP1, TR, EBNA2, der 
EBNA3-A bis -C und BZLF1 hin (vgl. Abb. 2).  
4.1.1.3 Bestätigung des maxi-EBV-Helfergenoms  
In diesem Kapitel soll exemplarisch die Bestätigung des maxi-EBV-Helfergenoms am 
letzten Schritt der Deletionsreihe gezeigt werden. Während der letzten Deletion wurden 
die mit dem EBV-Helfergenom transformierten recBC- E. coli-BJ5183-Bakterien bereits 
auf Chloramphenicol- und Kanamycinresistenz selektioniert. Ausgewachsene Kolonien 
tragen die Resistenzgene, die durch das maxi-EBV-Plasmid mit F-Faktor-Kassette und 
den Klonierungsschritt zur Deletion der TR eingeführt worden sind.  
Von einigen Klonen wurde die Plasmid-DNA durch alkalische Lyse gewonnen und mit 
dem Restriktionsenzym BamHI auf korrektes Bandenmuster analysiert (siehe Abb. 8). 
Alle analysierten Klone zeigten die erwarteten Fragmentgrößen. Um zu überprüfen, ob 
die Klone tatsächlich das linear integrierte Fragment an Stelle der TR tragen, wurde 
eine Southern-Blot-Hybridisierung von dem Gel durchgeführt, und als radioaktive Sonde 
das linearisierte Fragment des Vorkonstrukts p2068 verwendet.  
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Abb. 8 Bestätigung des Genoms  
Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel der Helfergenome p2831 gewonnen aus zehn  
E. coli-Klonen (1-10) des transformierten BJ5183-Stammes sowie als Kontrolle das 
maxi-EBV-Genom p2827 nach enzymatischem Restriktionsverdau mit BamHI.  
 
Abb. 9 Nachweis der Integration von p2068  
Southern-Blot der Helfergenome p2831 gewonnen aus zehn E. coli-Klonen des 
transformierten BJ5183-Stammes (1-10) sowie als Kontrolle das maxi-EBV-Genom 
p2827 nach Hybridisierung mit dem Fragment aus p2068.  
Abb. 9 zeigt einen Southern-Blot zum Nachweis der TR-Deletion im Helfergenom 
p2831. Die im Agarosegel (siehe Abb. 8) aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mit 
dem linearen Vorkonstrukt hybridisert, welches die TR deletierte. Die radioaktiv-
markierte Sonde erkennt spezifisch das Fragment mit einer Größe von 8,0kp bei p2831 
bzw. von 10,0kb bei p2827. Das maxi-EBV-Plasmid p2827 trägt sechs TR im 
Gegensatz zu vier TR im B95-8-Prototyp, wodurch das Fragment mit 8,9kb um 1.100bp 
länger ist. Die schwächere Bande bei 11,9kb stellt vermutlich ein Artefakt mit geringer 
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Homologie dar, es grenzt in 5’-Richtung an das deletierte Fragment. Eine erfolgreiche 
Integration von p2068 lässt auf Deletion von TR schließen. Im späteren Verlauf wird die 
Deletion der TR mittels PCR nachgewiesen.  
Von Klon 6 wurde die Plasmid-DNA über maxi-Präparation (JetStar) aufgearbeitet und 
über Cäsiumchlorid-Dichtegradienten von bakterieller DNA gereinigt. Mit dieser 
genomischen p2831.6-DNA (supercoiled) wurden elektrokompetente E. coli-DH10B-
Bakterien zur weiteren Produktion transformiert. Wiederum wurden zehn analytisch 
verdaute Klone (siehe Abb. 10) durch Southern-Blot-Hybridisierung auf Vorhandensein 
des linearen Fragmentes mit Kanamycin-Resistenzgen getestet (siehe Abb. 11).  
 
Abb. 10 Bestätigung des Genoms  
Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel der Helfergenome p2831 gewonnen aus zehn  
E. coli-Klonen des transformierten DH10B-Stammes (1-10) sowie als Kontrolle das 
maxi-EBV-Genom p2827 nach enzymatischen Restriktionsverdau mit BamHI. Nur der 
Genotyp des Klons 8 weicht vom erwarteten Fragmentmuster ab, dargestellt durch die 
weißen Pfeile.  
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Abb. 11 Nachweis der Integration von p2068  
Southern-Blot der Helfergenome p2831 gewonnen aus zehn E. coli-Klonen des 
transformierten DH10B-Stammes (1-10) sowie als Kontrolle das maxi-EBV-Genom 
p2827 nach Hybridisierung mit dem Fragment aus p2068  
Die Klone wurden wiederum durch Southern-Blot-Hybridisierung von dem 
Restriktionsverdau-Gel auf Fehlen der TR getestet. Das linearisierte Fragment des 
Vorkonstrukts p2068 wurde erneut als radioaktive Sonde verwendet (siehe Abb. 11).  
Von diesen Klonen wurde für alle weiteren Schritte Klon 7 verwendet, da dieser eine 
besonders ausgeprägte Bande der BamW-Wiederholungen bei 3.072bp zeigte, was 
erfahrungsgemäß auf effiziente Virusproduktion hindeutet. Die Plasmid-DNA wurde 
nach Präparation mittels Cäsiumchlorid-Gradient wie im vorherigen Schritt gereinigt. In 
einem vergleichenden Restriktionsverdau zwischen dem EBV-Wildtyp-Plasmid p2089 
und dem EBV-Helferplasmid p2831 mit BamHI bzw. BglII zeigt das Bandenmuster die 
erwarteten Unterschiede in den veränderten Bereichen (siehe Abb. 12).  
Nachdem das Helfergenom p2831 mittels homologer Rekombination in E. coli generiert 
und der Genotyp durch enzymatischen Restriktionsverdau und Southern Blot-
Hybridisierung bestätigt wurde, lag das Helfergenom der neuen Verpackungszelllinie 
fertig vor.  
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Abb. 12 Vergleichende Restriktionslängenanalyse von p2089 (2089) und dem 
Helfergenom p2831 (2831) nach BamHI- und BglII-Verdau  
Die Auftrennung erfolgte in einem analytischen Ethidiumbromid-gefärbten Agarosegel. 
Alle Abweichungen sind als Dreiecke im Gel eingezeichnet, die Ziffern verweisen auf 
die Plasmidkarte, die den Unterschied im Genotyp der Plasmide aufzeigt. Homologien 
sind als Balken mittig zwischen den Sequenzen eingezeichnet. Nukleotidkoordinaten 
beziehen sich auf das Genom von B95-8 (Baer, 1984).  
α: zwei Fragmente (7.910bp und 8.020bp); β: p2089 trägt sechs TR im Gegensatz zu 
vier TR im B95-8-Prototyp, wodurch das Fragment um 1.100bp länger ist; γ: zwei 
Fragmente (8.043bp und 8.020bp); δ: zwei Fragmente (9.695bp und 9.604bp); ε: vier 
Fragmente (7.481bp in p2831, 7.457bp, 7.455bp und 7.452bp); ζ: zwei Fragmente 
(5.861bp in p2831 und 5.822bp)  
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4.1.2 Etablierung einer stabilen optimierten Verpackungszelllinie  
Wie bereits erfolgreich mit der Verpackungszelllinie der ersten Generation gezeigt 
(Delecluse, 1999), wurde auch die gereinigte maxi-EBV-DNA p2831 stabil in 293HEK-
Zellen transfiziert. Abb. 13A zeigt schematisch die Etablierung einer 
Verpackungszelllinie.  
 
Abb. 13 Schematische Darstellung des EBV-Verpackungssystems  
A Transfektion von 293HEK-Zellen mit rekombinantem maxi-EBV-Helfergenom und 
Selektion einer stabilen Verpackungszelllinie durch verschiedene Parameter wie 
Hygromycin und eGFP-Expression, sowie effizienter Verpackung  
B Kotransfektion der Helferzelllinie mit TR+ Genvektor, sowie den BZLF1- und BALF4-
exprimierenden Plasmiden zur Virusproduktion und anschließender Expression des 
therapeutischen Gens in B-Zellen nach Infektion mit rekombinantem EBV  
Um die optimierte Verpackungszelllinie zu etablieren, wurden alle ausgewachsenen 
293HEK-Klone stufenweise auf verschiedene Anforderungen getestet (siehe 0). Nach 
mehreren Wochen Selektion in Gegenwart von Hygromycin (100µg/ml 
Endkonzentration) exprimierten 175 von über 350 ausgewachsenen Klonen aus 
mehreren Transfektionsreihen das Markerprotein eGFP, was auf das Vorhandensein 
der F-Faktor-Kassette des Helfergenoms schließen läßt. Diese eGFP+ Einzelklone 
wurden expandiert und auf effiziente Virusproduktion getestet wie schematisch in  
Abb. 13B dargestellt.  
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Tab. 3 Stufenweise Etablierung einer optimierten Verpackungszelllinie aus 
allen ausgewachsenen 293HEK-Klonen 
Anforderung Technik n (Klone)
Hygromycin-Resistenz Positivselektion mit Hygromycin 350 
Expression von eGFP Fluoreszenzmikroskopie auf eGFP 175 
erfolgreiche Induktion Immunfluoreszenz-Färbung auf gp350/220 115 
effiziente 
Virenverpackung 
visuelles Auszählen am Fluoreszenzmikroskop, 




FACS-Sortierung auf die 10% 293HEK-Zellen einer 
Klonpopulation mit intensivster eGFP-Expression 
3 
korrektes Genom Plasmid-Rückgewinnung und Restriktionsverdau, 
PCR zum Nachweis der genetischen Modifikationen 
1 
   
Die Eigenschaft der eGFP-Expression bedingt durch das Helfergenom in den 293HEK-
Klonen wurde regelmäßig am Fluoreszenzmikroskop überprüft. Mischklone wurden 
aussortiert. Weitere Etablierungstests überprüften die Fähigkeit zur erfolgreichen 
Induktion des lytischen Zyklus sowie die zur effizienten Verpackung. Dazu wurden alle 
175 Klone jeweils transient kotransfiziert mit einem TR+ Genvektor, der für ein 
fluoreszierendes Protein (dsRed oder eGFP) kodiert.  
Das Helfergenom persistiert ebenso wie Wildtyp-EBV in der Wirtszelle latent und 
extrachromosomal. Dieser Zustand entspricht dem einer latenten Infektion. Für die 
Produktion von Viruspartikeln muss der lytische Zyklus von EBV induziert werden. 
Dieser Übergang vom latenten zum lytischen Zyklus wird durch den Transaktivator 
BZLF1 eingeleitet (Hammerschmidt, 1988a). Eine Steigerung der Menge an 
produzierten infektiösen Partikeln kann durch Kotransfektion mit einem Plasmid 
hervorgerufen werden, welches für das virale Glykoprotein BALF4 kodiert (Dirmeier, 
2003, Neuhierl, 2002). Die erfolgreiche Induktion des lytischen Zyklus kann z. B. 
anhand der Expression des viralen Glykoproteins gp350/220 nachgewiesen werden, 
das wenige Tage nach Kotransfektion der Verpackungszellen mit BZLF1- und BALF4-
kodierenden Plasmiden sowie einem TR+ Genvektor exprimiert wird. Standardmäßig 
wird dieser Nachweis am dritten Tag nach Transfektion durch Färbung der 
Verpackungszellen mit einem Antikörper gegen gp350/220 durchgeführt.  
Ein Maß für effiziente Verpackung und somit Produktion infektiöser Partikel ist die 
Infektion von Raji-Zellen und Messung der eGFP- oder dsRed-exprimierenden Zellen. 
Dazu werden Raji-Zellen mit Kulturüberstand der induzierten Verpackungszellen 
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infiziert. Jeweils 1x105 Raji-Zellen wurden mit 1ml Überstand 3 Tage lang inkubiert. 
Eine Auswertung erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie.  
Durch visuelles Auszählen am Fluoreszenzmikroskop von dsRed- oder eGFP-
exprimierenden Raji-Zellen konnte eine schnelle Aussage über den Virustiter getroffen 
werden. Abb. 14 zeigt exemplarisch eine Immunfluoreszenzfärbung auf gp350/220 nach 
Transfektion des 293HEK-Klones, der letztendlich als optimierte Verpackungszelllinie 
verwendet wurde.  
 
Abb. 14 Immunfluoreszenz-Färbung auf das virale Glykoprotein gp350/220  
Zellen der optimierten Verpackungszelllinie wurden mit einem TR+ Genvektor sowie den 
beiden Expressionsplasmiden für BZLF1 und BALF4 transfiziert. Drei Tage nach 
Behandlung wurden die Zellen auf einem Objektträger fixiert und die erfolgreiche 
Induktion durch Färbung auf das Glykoprotein gp350/220, welches in der späten Phase 
des lytischen Zyklus exprimiert wird, nachgewiesen. An den monoklonalen Antikörper 
gegen gp350/220 bindet ein Cy3-gekoppelter Sekundär-Antikörper, der in einem 
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden kann. Gezeigt sind die Zellen 
mikroskopisch im Phasenkontrast-Durchlicht (DL) und im UV-Licht mit Rotfilter (Cy3). 
Die genauere Quantifizierung der Fluoreszenz, die nach Übertragung der Partikel in den 
Zielzellen exprimiert wird, wurde 3 Tage nach Infektion mit rekombinanten Viren mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. Bei dieser Titerberechnung entspricht eine 
fluoreszierende Raji-Zelle einem infektiösen Partikel. Durchschnittlich konnte ein Wert 
von 1x104 infektiöse Partikel/ml erreicht werden. Abb. 15 zeigt exemplarisch die FACS-
Analysen von eGFP+ Raji-Zellen nach Infektion mit rekombinanten Viren einiger 
293HEK-Klone im Vergleich.  
Um den Zellklon mit den besten Verpackungseigenschaften zu finden und um 
Schwankungen auszugleichen, wurden alle Klone mindestens dreimal getestet und 
untereinander sowie mit der bereits etablierten Verpackungszelllinie TR-2/293 
verglichen. Einige Klone, wie auch die spätere optimierte Verpackungszelllinie, zeigten 
zu Beginn der Vergleichsreihe sehr gute Verpackungseffizienzen, die sich im späteren 
Verlauf nicht auf gleichem Niveau reproduzieren ließen. Daher wurde jeweils eine 
zweite Charge aufgetaut und mit den frischen Zellen weitergearbeitet, gekennzeichnet 
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mit /C2.  
Der Zellklon 4.1.AC/C2, der im folgenden 293-VII genannt wird, zeigte dabei ähnlich 
gute Verpackungseffizienzen wie die Verpackungszelllinie TR-2/293 (siehe Abb. 15). 
Dieser Zellklon wurde für weitere Analysen und Experimente ausgewählt.  
 
Abb. 15 Vergleichende Durchflusszytometrie auf eGFP+ Raji-Zellen nach 
Infektion mit rekombinanten Viren einiger 293HEK-Klone  
Die Klone der 293HEK-Verpackungszellen wurden transfiziert mit dem eGFP-
kodierenden Genvektor p1933 sowie den beiden Expressionsplasmiden für BZLF1 und 
BALF4. Nach 3 Tagen Inkubation wurden Raji-Zellen mit den in den Überständen 
angereicherten rekombinanten Viren infiziert. Eine Detektion eGFP+ Zellen erfolgte  
3 Tage später mittels Durchflusszytometrie. Die Raji-Zellen wurden mit Überständen 
aus folgenden Verpackungszellen infiziert: A TR-2/293 nicht transfiziert 
(Negativkontrolle), B TR-2/293, C 4.1.AC (293-VII+), D 4.1.AT, E 5.3.AD, F 5.3.AK,  
G 5.3.AO, H 5.3.AR, I 5.3.AV  
4.1.3 Optimierung der Verpackungseffizienz der Verpackungszelllinie  
In vielen Versuchen hatte sich gezeigt, dass 293HEK-Klone mit der höchsten eGFP-
Expression durch das Helfergenom meist auch besonders effizient verpackten. Dies 
kann z. B. durch eine höhere Kopienzahl des Helfergenoms in der Verpackungszelle 
hervorgerufen sein.  
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Abb. 16 Vergleichende Durchflusszytometrie auf optimierte 
Verpackungseffizienz nach FACS-Sortierung  
Die Verpackungszelllinien 293-VII (VII) und TR-2/293 (TR) sowohl vor FACS-Sortierung 
als auch nach Sortierung (+) wurden transfiziert mit dem eGFP-kodierenden Genvektor 
p1933 sowie den beiden Expressionsplasmiden für BZLF1 und BALF4. Nach 3 Tagen 
Inkubation wurden Raji-Zellen mit den in den Überständen angereicherten 
rekombinanten Viren infiziert. Eine Detektion eGFP+ Zellen erfolgte 3 Tage später 
mittels Durchflusszytometrie.  
Virusüberstände, die in intensiv eGFP+ sortierten Zellen hergestellt wurden (+) zeigen 
eine etwa doppelt so hohe Infektionsrate wie Überstände aus den ursprünglichen 
Verpackungszelllinien vor Sortierung.  
Mit Hilfe von FACS-Sortierung wurden sowohl von TR-2/293 als auch von 293-VII sowie 
von zwei weiteren 293HEK-Klonen jeweils die 10% der Zellpopulationen mit stärkster 
eGFP-Intensität bzw. mit schwächster Intensität getrennt, gesammelt und expandiert. 
Diese Populationen wurden wiederum im Vergleich zur nicht-sortierten 
Verpackungszelllinie in mehreren Testrunden wie oben beschrieben auf 
Verpackungseffizienz untersucht. Die mittels Durchflusszytometrie ermittelten Virustiter 
unterlagen Schwankungen, es zeigte sich jedoch eine Korrelation zwischen eGFP und 
Verpackung (siehe Abb. 16). Für alle weiteren Versuche wurde diese angereicherte 
Verpackungszelllinie 293-VII+ verwendet.  
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4.1.4 Verifizierung des maxi-EBV-Genoms der Verpackungszelllinie 
293-VII+  
Das zirkuläre Helfergenom der Verpackungszelllinie 293-VII+ wurde mit Hilfe der 
Plasmid-Rückgewinnungstechnik aus den eukaryontischen Zellen isoliert und durch 
Elektroporation in den E. coli-Stamm DH10B eingeführt. Somit konnte ein analytischer 
Restriktionsverdau mit BamHI und BglII zur Verifizierung des rekombinanten EBV-
Helfergenoms durchgeführt werden. Als Kontrolle wurde das Plasmid p2089 verwendet 
wie in Kapitel 4.1.1.3 bereits beschrieben.  
Alle genetischen Modifikationen entsprachen dem ursprünglich in 293HEK-Zellen 
eingeführten maxi-EBV-Plasmid p2831 (Daten nicht gezeigt). Die erwarteten 
Bandenunterschiede im Vergleich zum Wildtyp-Plasmid p2089 konnten im 
Ethidiumbromid-gefärbten Agarosegel bestätigt werden.  
In einem ergänzenden Ansatz wurden die genetischen Modifikationen des 
rückgewonnenen maxi-EBV-Plasmids p2831 aus der Verpackungszelllinie 293-VII+ 
durch Amplifikation ausgewählter Bereiche mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
verifiziert. Ausgangs-DNA war für alle Bereiche das Wildtyp-Plasmid p2089, das 
Helfergenom der Verpackungszelllinie TR-2/293 und das rückgewonnene Helfergenom 
p2831 aus 293-VII+ Zellen. Als Kontrolle diente jeweils steriles bidestilliertes Wasser. 
Die PCR-Primerpaare wurden so ausgewählt, dass Unterschiede im Bereich der 
genetischen Modifikationen bzw. Übereinstimmungen in homologen Bereichen deutlich 
wurden. Die Primerpaare der Positivkontrollen wurden im BLLF1-Gen, welches für 
gp350/220 kodiert, in EBNA1, sowie im gp42-kodierenden BZLF2-Gen platziert. Wie in 
Abb. 17 gezeigt, konnte die genetische Zusammensetzung der unterschiedlichen maxi-
EBV-Plasmide in allen PCR-Reaktionen bestätigt werden.  
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Abb. 17 Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel der PCR-Amplifikate zum 
Vergleich ausgewählter Bereiche in den maxi-EBV-Plasmiden  
 
Von den Zelllinien 293-2089 (2089), TR-2/293 (TR) und 293-VII+ (VII) wurde die 
Plasmid-DNA rückgewonnen und als Template für PCR-Amplifikationen verwendet. Die 
gewählten Primerpaare binden in den genetischen Modifikationen des Helfergenoms 
aus 293-VII+. PCR-Produkte in den Bereichen von BLLF1 (gp350/220), EBNA1 und 
BZLF2 (gp42) dienten als Positivkontrolle.  
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4.1.5 Infektion von primären B-Zellen mit rekombinanten EBV-
Partikeln zur Bestimmung der Transformationseffizienz  
In früheren Arbeiten wurde gezeigt, dass homologe Rekombination zwischen 
Helfergenom und Genvektor während der herpesviralen Replikation möglich ist (Pfüller, 
1996, Wilkinson, 2004). Die Gefahr der ungewollten Freisetzung von Viren, die durch 
Rekombinationsereignisse Wildtyp-Eigenschaften wiedererlangt haben, besteht auch 
bei EBV-basierten Vektorsystemen. Diese Tatsache wurde bereits in der 
Verpackungszelllinie TR-2/293 beobachtet (Delecluse, 1999). Neuere Ergebnisse 
zeigen, dass diese Verpackungszelllinie nach Induktion des lytischen Zykluses viele 
leere Viruspartikel ohne virale DNA und sehr selten (0,001% der infizierten Zellen) 
defekte infektiöse Viren produziert, die das lytisch replizierte, TR- EBV-Genom enthalten 
(Feederle, 2005). Eventuell verursacht lytische Replikation neben der eigentlichen 
Konkatemer-Formation einzelne Kopien des linearen viralen Genoms, welche direkt in 
virale Kapside ohne vorherige Trennung der Konkatemere inkorporiert werden könnten. 
Aufgrund homologer Rekombination könnten somit Stücke von Konkatemeren, die mehr 
als ein einzelnes Genom tragen, in eine virale Einheit mit intakten EBV-Genom 
zurückverwandelt worden sein. Ein einziges Rekombinationsereignis, bei dem die TR in 
das Helfergenom wieder eingebaut werden, kann Revertanten hervorrufen. Virionen 
können propagiert werden und B-Zell-Transformation kann die Folge sein.  
Obwohl Rekombinationsereignisse nicht vollständig ausgeschlossen werden können, ist 
der Rückerwerb von immortalisierenden Wildtyp-Eigenschaften in der optimierten 
Verpackungszelllinie 293-VII+ nach aktuellem Wissensstand unmöglich. Dem 
Helfergenom fehlen alle latenten Gene, die erwiesenermaßen für 
Transformationsvorgänge essenziell sind (Kieff, 2001). Um eine quantitative Aussage 
über das Maß der Rekombination mit Wiedererlangung von Wildtyp-Eigenschaften 
treffen zu können, wurden Transformationsexperimente mit primären humanen B-Zellen 
durchgeführt. Dazu wurden rekombinante Viren mit unterschiedlichen Genvektoren in 
beiden Verpackungszelllinien hergestellt und primäre B-Zellen damit infiziert. Da die 
Wahrscheinlichkeit der ungewollten homologen Rekombination von dem Grad und der 
Länge der Sequenzhomologie zwischen den DNA-Molekülen abhängt, wurden für die 
Verpackung zwei Plasmide mit gleicher TR-Sequenz in einem unterschiedlichen 
Kontext verwendet und verglichen. Das Plasmid p0925 trägt um die TR flankierende 
Bereiche von insgesamt 10,5kb Länge. Das Genvektor-Plasmid p1933 dagegen besitzt 
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um die TR angrenzende Bereiche von nur 1,3kb Länge mit authentischer EBV-
Sequenz.  
Beide Plasmide wurden verwendet, um in den Verpackungszelllinien TR-2/293 und  
293-VII+ rekombinante Viruspartikel herzustellen und primäre B-Zellen damit zu 
infizieren. Pro Virusüberstand wurden alle Kammern einer 96-Kammerplatte gefüllt, in 
jeder Kammer lagen gleiche Mengen an B-Lymphozyten vor. Als Positivkontrolle 
wurden Virusüberstände mit Wildtyp-EBV-Partikeln aus 293-2089 Zellen verwendet. 
Aus früheren Arbeiten geht hervor, dass humane embryonale Fibroblasten (Wi38) das 
Auswachsen der proliferierenden B-Zellklone verbessern (Sugden, 1977). Vermutlich 
tragen lösliche Faktoren, die noch einige Zeit nach letaler γ-Bestrahlung von den 
Fibroblasten produziert werden, dazu bei. In jeder Kammer der 96-Kammerplatte wurde 
die gleiche Menge adhärent wachsender Wi38 vorgelegt. Nach etwa 7 Wochen wurde 
die Anzahl der Wachstums-transformierten B-Zellklone (LCLs) aus den infizierten  
B-Zellen visuell durch Auszählen bestimmt, die Ergebnisse sind in Tab. 4 aufgelistet.  
Tab. 4 Freisetzung von Helfervirus mit Wildtyp-Eigenschaften aus den 
Verpackungszelllinien TR-2/293 und 293-VII+  
Virusüberstände 
Helferzelllinie transfiziertes Plasmidα Titer/mlβ
Anzahl der LCLs γ
- n. d. 0 
p1933 1x106 1 TR-2/293 
p0925 n. d. 5 
- n. d. 0 
p1933 3x105 0 293-VII+ 
p0925 n. d. 0 
293-2089 - 1x103 37 
α kotransfiziert mit p0509 und p2670  
β eGFP+ Raji-Zellen pro 1ml Virusüberstand mittels Durchflusszytometrie bestimmt  
γ Anzahl der Kammern pro 96-Kammerplatte mit eGFP+, proliferierenden B-Zellen 
(LCLs) 
 
Während in der Verpackungszelllinie TR-2/293 offensichtlich Rekombinationsereignisse 
eintraten, die zur Wiederherstellung von Wildtyp-Eigenschaften führten, konnten bei 
Verwendung von Virusüberständen, die in 293-VII+ Zellen hergestellt wurden, keine 
proliferierenden B-Zellen beobachtet werden. Die höhere Transformationseffizienz mit 
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p0925-Überständen aus TR-2/293 lässt Rückschlüsse auf vermehrte 
Rekombinationsereignisse zu. Die Ergebnisse dieser Transformationsexperimente 
bestätigten, dass aufgrund der Deletion der an einer Transformation beteiligten EBV-
Gene, die in der optimierten Verpackungszelllinie 293-VII+ hergestellten EBV-Partikel 
selbst nach Rekombination keine LCLs mehr generieren können.  
4.2 Transduktion  
Nach Generierung und Etablierung der optimierten Verpackungszelllinie 293-VII+ soll 
im zweiten Ergebnisteil auf die Transduktion genetischen Materials eingegangen 
werden. Dazu wurden geeignete Genvektoren entwickelt, die Transfektion der 
Verpackungszelllinie verbessert und die transduzierenden Eigenschaften der 
rekombinanten Viren durch Infektionsversuche getestet.  
4.2.1 Verpackung von EBV-basierten Genvektoren durch 293-VII+  
Bislang wurden für große DNA-Viren Verpackungszellen verwendet, die mit Wildtyp-
Virus oder entsprechenden Virusmutanten infiziert sind. Das größte Problem dabei war 
die Freisetzung von Helfervirus. Mit der Zelllinie TR-2/293 wurde erstmals ein 
Verpackungssystem beschrieben, welches die Herstellung von rekombinantem EBV 
ohne Verunreinigung durch Helfervirus erlaubt (Delecluse, 1999). Durch die fehlenden 
TR im Helfergenom wird die Generierung von Helfervirus verhindert, alle anderen 
benötigten Faktoren für die Verpackung des TR+ Genvektors aber in trans zur 
Verfügung gestellt. Die ungewollte Rekombination zwischen Helfergenom und 
Genvektor, die im Fall von TR-2/293 zu infektiösen Viren mit Wildtyp-Genom führt, kann 
bei 293-VII+ zwar nicht verhindert werden, aber alle immortalisierenden Gene, die zur 
Proliferation von infizierten B-Zellen notwendig sind, wurden deletiert.  
Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten, EBV-basierten viralen Vektoren 
werden in Verpackungszellen aus bis zu 18kb großen Plasmiden zu infektiösen 
Partikeln hergestellt. Durch mini-EBV-Vektoren hergestellte mini-EBV-Virionen können 
ebenfalls in der Gentherapie eingesetzt werden. Diese Vektoren sind etwa 80kb groß 
und beinhalten unter anderem EBNA1, oriP, oriLyt und TR. Sie können für die 
Expression beliebiger Fremdgene in virusfreien, immortalisierten B-Zellen verwendet 
werden (Banerjee, 1995, Hammerschmidt, 1989, Moosmann, 2002, Wang, 1995).  
B-Zelllinien, die spezifische Tumorantigene exprimieren, können als Antigen-
präsentierende Zellen in der adoptiven Immuntherapie von Tumorerkrankungen 
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eingesetzt werden.  
Darüber hinaus werden in meiner Arbeitsgruppe etwa 20kb kleine mikro-EBV-Vektoren 
getestet. Diese mikro-EBV-Vektoren wurden entwickelt, um B-Zellen zu transduzieren. 
Diese Vektoren bestehen aus den beiden Replikationsursprüngen oriLyt und oriP, sowie 
den Verpackungssignalen und dem EBNA1-Gen zum Erhalt des episomalen Plasmids 
in der Wirtszelle. Um die B-Zellen endogen zum Wachstum stimulieren zu können, 
tragen sie zusätzlich einen konstitutiven Aktivator von CD40 oder ein konstitutives 
Analogon von CD40. Neuere Plasmiden kodieren neben CD40L auch für das 
Fusionskonstrukt CD40L:CD40 und LMP1:CD40.  
Im Folgenden wurde getestet, mit welcher Effizienz unterschiedliche B-Zelltypen, 
darunter auch B-CLL-Zellen, unter Verwendung der optimierten Verpackungszelllinie 
293-VII+ infiziert werden können. Dies geschah mittels Genvektoren von bis zu 18kb 
Größe. Zunächst wurde das Transfektionsprotokoll optimiert, um mit 293-VII+ maximale 
Transfektionseffizienz und Virusproduktion zu erreichen.  
4.2.1.1 Transfektion und Virusproduktion  
Im Gegensatz zu den meisten Herpesviren kann EBV in vitro einen latenten und einen 
lytischen Zyklus durchlaufen. Diese Besonderheit erlaubt die Konstruktion einer stabilen 
Verpackungszelllinie, in der das latente maxi-EBV-Genom stabil extrachromosomal 
vorliegt und der lytische Zyklus induziert werden kann.  
Die beiden in meinen Versuchen eingesetzten Verpackungszelllinien produzieren 
spontan keine Viren oder Virus-ähnliche Partikel. Zur Herstellung infektiöser EBV-
Partikel muss vielmehr ein verpackbarer Genvektor bei gleichzeitiger Induktion des 
lytischen Zyklus in die Verpackungszelllinie eingebracht werden. Durch Überexpression 
des Transaktivators BZLF1 wird der Übergang von der Latenz in den lytischen Zyklus 
von EBV eingeleitet (Countryman, 1985, Hammerschmidt, 1988a). Dabei bindet BZLF1 
an den lytischen Replikationsursprung sowohl des maxi-EBV-Genoms als auch des 
Genvektors und verschiedener lytischer Promotoren. Als Folge kommt es zur DNA-
Amplifikation des Genvektors in zirkulierender Weise (rolling circle). Während des 
lytischen Zyklus werden weitere Gene für Stukturproteine wie z. B. Glykoproteine und 
Kapsidproteine auf dem TR- maxi-EBV-Genom exprimiert. Aus diesen Bausteinen 
setzen sich einzelne Kapside und Virus-ähnliche Partikel zusammen. Es entstehen 
rekombinante EBV-Partikel, die frei von Wildtyp- oder Helfervirus-DNA sind.  
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Die Kotransfektion mit einem Expressionsplasmid für BALF4 (gp125/110) steigert die 
Infektiösität der Viren (Dirmeier, 2003, Neuhierl, 2002). Das Genprodukt BALF4 wird 
nicht, wie für andere Glykoproteine von EBV typisch, in die Virushülle eingebaut, 
sondern liegt hauptsächlich im Endoplasmatischen Retikulum und in der Kernmembran 
vor (Gong, 1990). Es wurde gezeigt, dass das Glykoprotein gp125/110 für die 
Replikation des Virus und den Zusammenbau der Virusstruktur essenziell ist. Durch 
Infektion geeigneter Zellen kann im Anschluß die Infektiösität der erhaltenen und 
aufkonzentrierten Virus- bzw. Genvektorüberstände analysiert werden.  
 
Abb. 18 Vergleichende Immunfluoreszenzfärbung zwischen den 
Transfektionsreagenzien Polyfect und Metafectene  
TR-2/293-Verpackungszellen wurden mit p1933 sowie den beiden 
Expressionsplasmiden für BZLF1 und BALF4 transfiziert. Drei Tage nach Transfektion 
wurden die Zellen aufgearbeitet, auf einem Objektträger fixiert und die erfolgreiche 
Induktion des lytischen Zyklus durch Färbung gegen das Glykoprotein gp350/220 
nachgewiesen. An den monoklonalen Antikörper gegen gp350/220 bindet ein Cy3-
gekoppelter Sekundär-Antikörper, der in einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht 
werden kann.  
Die Transfektion der Verpackungszelllinien erfolgte mit kommerziellen 
Transfektionsreagenzien, von denen mehrere getestet wurden. Zu Beginn der 
durchgeführten Versuche war Lipofectamin zusammen mit dem serumfreien Medium 
OptiMEM das Mittel der Wahl. Aus Kostengründen wurden Alternativen wie Polyfect 
und Metafectene getestet, Metafectene überzeugte schließlich durch besonders 
effiziente Transfektion (vgl. Abb. 18). Ein optimiertes Transfektionsprotokoll mit 
Metafectene ist in Tab. 5 dargestellt.  
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Tab. 5 Optimiertes Transfektionsprotokoll mit Metafectene für 293HEK-Zellen 
in einer 6-Kammern-Platte 
Verlauf Protokoll 
Tag 1 Verpackungszelllinie aussäen:  
2-6 x 105 pro Kammer einer 6-Kammern-Platte in 2ml ISCOVE/10%FCS 
 
o während Transfektion sämtliche Antibiotika vermeiden 
o Zellzahl mit Neubauer-Zählkammer und Trypanblau bestimmen 
o Zellen möglichst gleichmäßig auf dem Boden einer Kammer verteilen 
Tag 2 Transfektion:  
Medium abziehen und erneut 2ml ISCOVE/10%FCS zugeben 
 
Transfektionsansatz pro Kammer einer 6-Kammern-Platte: 
1) 100µl ISCOVE + 0,25µg p0509 (BZLF1) + 0,25µg p2670 (BALF4) 
(+ 0,5µg TR+ Genvektor bei Verwendung einer Verpackungszelllinie) 
2) 100µl ISCOVE + 5µl Metafectene pro µg DNA  
1 und 2 mischen, maximal 20min bei RT inkubieren  
 
o Mediumwechsel erhöht Titer 
o Medium für Transfektionsansatz ohne FCS  
o Plasmide über Qiagen EndoFree Plasmidprep gewinnen 
o Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA mit Eppendorf Photometer 
Tag 3 Mediumwechsel:  
Medium abziehen und 5ml ISCOVE/10%FCS zugeben  
 
o durch Mediumwechsel wird überschüssiges Transfektionsreagenz entfernt 
und der Titer erhöht 
o frisches Medium kann auch Pen/Strep enthalten 
Tag 6 Virusernte:  
Überstand sammeln 
 
1) Zellen bei 1.200rpm/10min/RT abzentrifugieren und verwerfen oder mittels 
Immunfluoreszenzfärbung analysieren 
2) Überstand bei 5.000rpm/20min/RT reinigen 
3) Überstand durch 0,8µm Sterilfilter tropfen lassen 
4) bei Bedarf im SW28-Rotor bei 12.500rpm/3h/10°C aufkonzentrieren 
5) Konzentrat nach 24h erneut durch 0,8µm filtrieren  
 
o Virusüberstand kann im Kühlschrank mehrere Wochen aufbewahrt werden 
 
Wie den meisten Reagenzien liegt Mectafectene das Prinzip der liposomalen 
Transfektion zugrunde. Dabei bilden die negativ geladene Plasmid-DNA und das 
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polykationische, lipophile Transfektionsreagenz einen Komplex. In diesem kompakten 
Zustand ist die DNA vor Degradation durch Nukleasen geschützt und kann in die Zelle 
eingeschleust werden. Die Plasmid-DNA sollte höchste Reinheit aufweisen, eine 
Steigerung der Transfektionseffizienz kann durch Entfernen von prokaryontischen 
Endotoxinen während der Plasmidaufreinigung erreicht werden. Unter anderem 
beeinflussen das Verhältnis von Transfektionsreagenz und DNA sowie pH und 
Temperatur des Mediums die Komplexbildung und dessen Funktionalität. Metafectene 
kann in Medium mit Serumzusatz verwendet werden, was für empfindliche Zellen sehr 
vorteilhaft ist.  
Die 293-VII+ Verpackungszellen lassen sich effizienter transfizieren, wenn sie unter 
optimalen Bedingungen gehalten und regelmäßig vereinzelt werden. In mehreren 
Testreihen zeigte sich, dass sich optimale Titer erreichen lassen, wenn die 
Verpackungszellen 12h vor der Transfektion mit einer Dichte von 2-6x105 Zellen pro 
Kammer einer 6-Kammern-Platte ausgesät wurden. Das Medium wurde 24h nach 
Transfektion gegen frisches Kulturmedium ausgetauscht, um eventuelle Reste an 
Transfektionsreagenz im Überstand zu entfernen und den Titer zu steigern. Die 
virushaltigen Überstände wurden gesammelt und durch Ultrazentrifugation 
aufkonzentriert. Dadurch konnten mit TR-2/293 und 293-VII+ Zellen Virustiter von etwa 
105 bis 106 infektiöse Partikel/ml erzielt werden. Im Fall von 293-2089 (Wildtyp-EBV) 
erreichte der Virustiter Werte von etwa 106 bis 107 infektiöse Partikel/ml.  
Als Negativkontrollen wurden die Zellen mit Überständen von Verpackungszellen 
inkubiert, in denen zwar der lytische Zyklus induziert, aber kein verpackbarer Genvektor 
kotransfiziert wurde. Eine weitere Kontrolle, die den eventuell möglichen passiven 
Transfer von DNA oder Protein erfassen sollte, erfolgte mit Plasmiden, deren Aufbau 
dem der Genvektoren gleicht, die aber keine Verpackungssignale tragen. Bei mehreren 
Raji-Infektionen hatte sich gezeigt, dass selbst bei Negativkontrollen eine leicht erhöhte 
eGFP-Expression zu erkennen war. Rekombinantionen zwischen Helfergenom und 
Genvektor können zwar nicht ausgeschlossen werden, sind aber zu selten, um dieses 
Phänomen zu erklären.  
Zur Überprüfung der Rekombinationsereignisse wurde unter anderem der Genvektor 
p0588 verwendet, welcher im Gegensatz zu vielen anderen Genvektoren keine eGFP-
kodierende Expressionskassette trägt. Aufgrund homologer Sequenzen würde die 
Wahrscheinlichkeit der Rekombination steigen, wenn sowohl das Helfergenom als auch 
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der Genvektor eGFP tragen. Die Regeneration von Helfervirus kann als eGFP-
Expression in transduzierten Zellen sichtbar werden. Man geht bei verpackbaren 
Plasmiden (p1933, p0588) von einer Rekombinationshäufigkeit von 0,03% bei TR-2/293 
bzw. 0,01% bei 293-VII+ aus, auch bei bloßer Induktion findet man 0,002% eGFP+ 
Zellen (Feederle, 2005, Hettich, 2006). Vermutlich liegt die über den eGFP-Marker 
phänotypisch detektierte Häufigkeit der Regeneration von Helfervirus mit 293-VII+ von 
etwa 0,02% weit unter der tatsächlichen Häufigkeit (Hettich, 2006). Daraus läßt sich 
schließen, dass die Transduktion genetischen Materials spezifisch von EBV-basierten 
Vektoren vermittelt wird, da transgene Expression bei Verwendung der als 
Negativkontrollen generierten Überstände sehr niedrig ist. Dennoch scheint ein geringer 
Übertrag stattzufinden. Vermutlich wird das fluoreszierende eGFP-Protein der 
Verpackungszelllinie selbst transportiert. Auf dieses Phänomen wird im Kapitel 4.2.3 
noch näher eingegangen. Ein Vergleich für die optimierte Verpackungszelllinie 293-VII+ 
ist die bereits etablierte TR-2/293, sowie Virusüberstände von induzierten 293-2089-
Zellen, die das Wildtyp-maxi-EBV tragen.  
4.2.1.2 Genvektoren  
Die verwendeten EBV-basierten Genvektoren tragen als minimale Ausstattung die 
terminalen repetitiven Verpackungssignale, den lytischen Replikationsursprung von 
EBV sowie ein Markergen. Das Markergen kann für ein fluoreszierendes Protein 
kodieren oder für eine therapeutische Anwendung von Bedeutung sein. Im Hinblick auf 
eine sichere Anwendung in der Gentherapie wurden geeignete Genvektoren konstruiert 
und getestet.  
4.2.1.2.1 Klonierung des therapeutischen Genvektors mit hCD40L 
Das Markergen des therapeutischen Genvektors p2924 ist der humane CD40-Ligand 
unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Als Promotor-Elemente werden häufig virale 
Promotoren von SV40 (Simian Virus) oder CMV (Cytomegalovirus) verwendet, da diese 
in den meisten humanen Zellen eine verglichen mit zellulären Promotoren eine hohe 
Transkriptionsinitiation aufweisen (Cheng, 1993, Espel, 1990, Ghazal, 1990, Harms, 
1999).  
Die Expression des hCD40L soll in B-CLL-Zellen eine erhöhte Präsentation von Antigen 
durch gesteigerte Expression der kostimulatorischen Moleküle, Adhäsionsmoleküle, 
sowie MHC-Moleküle induzieren und dadurch eine Immunantwort auslösen (Kato, 1998, 
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Wierda, 2000). Dieser Ligand ist ein Typ-II-Membranprotein aus drei Untereinheiten und 
existiert sowohl membrangebunden als auch löslich (Hollenbaugh, 1992). Der Rezeptor 
CD40 ist unter anderem auf B-Zellen exprimiert und an deren Aktivierung bei der 
Immunantwort beteiligt (Laman, 1996). Durch Bindung des CD40L an CD40 (oder durch 
Antikörper vermittelte Oligomerisierung der Rezeptormoleküle) kommt es zur 
Aktivierung. Dies führt zur Proliferation ruhender, humaner B-Zellen in vitro 
(Banchereau, 1991a, Banchereau, 1991b, Noelle, 1992). Das hCD40L-Gen wurde 
mittels PCR von cDNA aus humanen peripheren mononukleären Zellen amplifiziert (vgl. 
Abb. 19).  
 
Abb. 19 Genealogie des therapeutischen Genvektors p2924 
Erklärungen siehe im Text 
Zur Klonierung des therapeutischen Plasmids diente p1913 als Ausgangs-DNA. Das 
Plasmid basiert auf pCDM8 von Invitrogen, trägt das supF-Gen und exprimiert das TNF-
2R-Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Aus p1913 wurde TNF-2R entfernt 
und durch hCD40L ersetzt. Das entstandene p2922 wurde geöffnet und um das 
 
 Ergebnisse 82 
 
Fragment aus oriLyt des M-ABA-Stammes ergänzt. Im letzten Schritt wurde das 
Plasmid p2923 linearisiert und die TR-Sequenz aus p0588 eingefügt.  
Sequenzhomologien zwischen Helfergenom und Genvektor wurden weitestgehend 
vermieden, um die Wahrscheinlichkeit der Rekombination möglichst gering zu halten. 
Deshalb sind die einzigen EBV-Sequenzen des Genvektors auf die essentiellen 
Elemente TR und oriLyt beschränkt. Der verwendete lytische Replikationsursprung des 
EBV-Stammes M-ABA unterscheidet sich geringfügig von B95-8 (Bornkamm, 1980, 
Freese, 1983). Eine für die Konstruktion des Genvektors in E. coli nötige 
Antibiotikaresistenz ist auf dem Ausgangsplasmid durch das Gen supF ersetzt worden. 
Dieses Gen kodiert für eine Tyrosin-amber-Suppressor-tRNA, die Mutationen im amber-
Codon überlesen kann. Das Plasmid kann in E. coli-Stämmen, die Resistenzgene mit 
amber-Mutationen tragen, eingesetzt werden, da die supF-tRNA die Expression der 
Resistenzgene ermöglicht und so den E. coli-Zellen die jeweiligen Antibiotikaresistenz 
vermittelt. Das Ziel dieses Vorgehens war es, erstmals Genvektoren, die für den 
therapeutischen Ansatz bestimmt sind, ohne Antibiotikaresistenzgene zu konstruieren, 
um eine mögliche akzidentielle Übertragung solcher Gene im Patienten zu vermeiden. 
In Kapitel 4.2.1.2.2 wird auf diese Bakterienstämme näher eingegangen.  
Der resultierende Genvektor p2924 trägt nun supF, hCD40L unter Kontrolle des CMV-
Promotors aus pRK5, den lytischen Replikationsursprung von M-ABA und die 
terminalen repetitiven Verpackungssignale auf nur 11kb Genomgröße. Tab. 6 fasst die 
Klonierungsschritte zusammen.  
Tab. 6 Genealogie des therapeutischen Genvektors p2924 
Plasmid Genotyp Phänotyp Nukleotidkoordinate der genetischen Modifikation Einfügeplasmid
p1913 - supF #1.536 - #6.667 p2868 
p2922 hCD40L supF #587 p2928 rc 
p2923 hCD40L 
oriLyt (M-ABA) 




supF - - 
rc: Insertionsfragment in umgekehrter Orientierung (reverse/complement) 
 
Die Expression des hCD40L-Gens wurde in jeder Phase der Klonierung in 293HEK-
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Zellen bestätigt. Die Färbung erfolgte mit gekoppelten Antikörpern in der 
Durchflusszytometrie. Wie erwartet wurde das Glykoprotein in der Zelle prozessiert und 
in der Plasmamembran der 293HEK-Zellen verankert. Abschließend wurde das 
gesamte Plasmid p2924 auf korrektes Genom sequenziert.  
4.2.1.2.2 Kontroll-Genvektoren  
Der therapeutische Genvektor p2924 wurde zu Beginn funktionell verglichen mit dem in 
unserem Labor etablierten Genvektor p1933, der neben TR, oriP, oriLyt und Hyg auch 
eGFP trägt. Ohne Ausnahme zeigten die mit p1933 generierten Virusüberstände nach 
Raji-Infektion etwa zehnfach höhere Titer. Da nicht ausgeschlossen werden konnte, 
dass dieser Vorteil an der Zusammensetzung des Plasmids liegt, wurden mehrere 
Kontroll-Genvektoren kloniert. Dazu wurden Plasmide konstruiert, welche auf p1913 
basieren, aber statt hCD40L für ein fluoreszierendes Protein kodieren. Ebenso sollte 
das eGFP-Plasmid p1933 ein hCD40L-kodierendes Plasmid als Pendant bekommen. 0 
zeigt einen Überblick über die generierten Genvektoren.  
Tab. 7 Übersicht über die verwendeten TR+ Genvektoren  
Plasmid Markergen Ursprung oriLyt Resistenz Größe (ca.) sonstiges basiert auf
p2924 hCD40L M-ABA supF 11kb - p1913 
p3100 mRFP M-ABA supF 11kb - p1913 
p3326 eGFP M-ABA supF 11kb - p1913 
p3304 hCD40L B95-8 Amp 17kb oriP, Hyg p0588 
p3303 mRFP B95-8 Amp 17kb oriP, Hyg p0588 
p1933 eGFP B95-8 Amp 17kb oriP, Hyg p0588 
p3460 eGFP B95-8 supF 17kb oriP, Hyg p0588 
 
Mit den unterschiedlichen Genvektoren wurden in 293-VII+ Virusüberstände hergestellt 
und ihre Titer durch Infektion von Raji-Zellen untersucht. Wie erwartet zeigten alle auf 
p0588-basierten Genvektoren höhere Effizienzen. Abb. 20 zeigt exemplarisch einige 
FACS-Analysen.  
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Abb. 20 Durchflusszytometrie von Raji-Zellen nach Infektion mit rekombinantem 
hCD40L-kodierendem EBV 
Die beiden hCD40L-kodierenden Genvektoren p2924 und p3304 wurden hinsichtlich 
ihrer Infektionseffizienz verglichen. 293-VII+-Verpackungszellen wurden mit p2924 und 
p3304 sowie mit den beiden Expressionsplasmiden für BZLF1 und BALF4 transfiziert. 
Mit den generierten Virusüberständen wurden Raji-Zellen infiziert. Als Negativkontrolle 
dienten infizierte Raji-Zellen nach Färbung mit einem Isotyp-Antikörper. Ansonsten 
wurde die hCD40L+ Population durch Färbung mit CD154 markiert.  
Im Hinblick auf eine praktische Anwendung sind höhere Verpackungseffizienzen 
wichtig, dennoch sollte ein möglicher Übertrag des Ampicillin-Resistenzgens 
unterbunden werden. Deshalb wurde ein weiteres Plasmid p3460 kloniert, welches auf 
p0588 basiert, aber statt der Antibiotika-Resistenz das supF-System nutzt. Zum 
Vergleich wurden nun mit den beiden Genvektoren p1933 und p3460 in 293-VII+ 
Virusüberstände generiert und damit Raji-Zellen infiziert. Beide Genvektoren erzeugten 
vergleichbare Titer, die Klonierung des supF-Gens als prokaryontischer 
Selektionsmarker hatte, wie erwartet, keinen negativen Effekt. Rekombinante EBV-
Partikel aus den Genvektoren p1933 bzw. p3460 sind bei der Infektion von humanen B-
Zellen mit dem phänotypischen Marker eGFP gleich effizient (vgl. Abb. 21).  
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Abb. 21 Durchflusszytometrie von Raji-Zellen, die mit den Virusüberständen aus 
p1933 bzw. p3460 infiziert wurden 
Die eGFP-kodierenden Genvektoren, die unterschiedliche prokaryontische 
Resistenzgene tragen, wurden hinsichtlich ihrer Transfektionseffizienz verglichen.  
293-VII+-Verpackungszellen wurden mit p1933 (B) bzw. p3460 (C) sowie mit den 
beiden Expressionsplasmiden für BZLF1 und BALF4 transfiziert. Mit den generierten 
Virusüberständen wurden Raji-Zellen infiziert. Als Negativkontrolle (A) dienten Raji-
Zellen nach Inkubation mit Überständen, die durch Transfektion von 293-VII+ nur mit 
p0509 und p2670 hergestellt wurden. D zeigt die beiden Plasmidkarten der 
Genvektoren p1933 und p3460.  
4.2.1.3 Klonierung des E. coli-Stammes DH10B Ampr/Tetr(amber)  
Alle bisher bekannten E. coli-Stämme, die supF-Plasmide propagieren, tragen die 
amber-Mutationen der Resistenzen auf einem zusätzlichen, extrachromosomalen 
Plasmid. So trägt der Bakterienstamm MC1061/P3 das Plasmid P3, welches auf das 
Plasmid RP1 (Mindich, 1976, Pansegrau, 1994) zurückgeht. P3 kodiert für die 
Antibiotikaresistenzen mit jeweiliger amber-Mutation für Ampicillin und Tetracyclin. Um 
Verunreinigungen bei der Plasmidpräparation durch das mitpräparierte P3 zu 
unterbinden, wurde ausgehend von DH10B (Invitrogen) ein neuer E. coli-Stamm 
etabliert, der die mutierten Antibiotikaresistenzen auf dem Genom trägt.  
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Der E. coli-Stamm DH10B Ampr/Tetr(amber) wurde ausgehend von dem Plasmid 
pST76-kan (Posfai, 1997), welches das Kanamycin-Resistenzgen trägt, kloniert. Beide 
amber-Mutationen wurden mittels PCR aus dem episomalen P3-Plasmid des E. coli-
Stammes MC1061/P3 mit den Primern amberAmp5’ 5’-TTACCAATGCTTAATCAGTGA 
und amberAmp3’ 5’-ATGAGTATTCAACATTTCCGT, sowie den Primern amberTet5’ 5’-
GTGAAACCCAACATACCCCTG und amberTet3’ 5’-TCAGCGATCGGCTCGTTGCCC 
amplifiziert und in das recA1-Gen von pKY102 (Ihara, 1985) eingefügt.  
Die gesamte Kassette wurde mit dem an der PmeI-Schnittstelle geöffneten pST76-kan 
ligiert. Das daraus resultierende Plasmid p3229 trägt die Gene für Ampr (amber) und 
Tetr (amber) von P3 mit flankierenden Bereichen der recA-Sequenz und wurde über 
homologe Rekombination in das recA1-Gen von DH10B integriert. Das stabil 
transformierte recA-Expressionsplasmid p2650 (Gruffat, 2002, Muyrers, 2000) vermittelt 
Ampicillinresistenz und ermöglicht die Rekombination in DH10B. Nach 
Temperaturerhöhung auf 42°C geht das temperatursensitive p2650 verloren. Bei 
Selektion auf Kanamycin wachsen nur noch Kolonien, die bereits homolog rekombiniert 
haben. Die Integration wurde durch PCR-Analyse verifiziert. Der Phenotyp wurde durch 
Transformation eines supF-tragenden Plasmids wie p3460 oder p1913-Derivate und 
Selektion auf Ampicillin und Tetracyclin bestätigt. Kontrollplasmide ohne supF konnten 
wie erwartet nicht in DH10B Ampr/Tetr(amber) propagiert werden.  
4.2.2 Infektion von B-Zelllinien und humanen B-Zellen mit 
rekombinanten Viruspartikeln generiert mit 293-VII+  
Die in 293-2089 generierten EBV-Partikel zeigen Wildtyp-Eigenschaften, sie infizieren 
alle humane B-Lymphozyten. Gleiche Eigenschaften konnten bereits für rekombinante, 
in TR-2/293 hergestellte Genvektoren gezeigt werden (Delecluse, 1999, Wendtner, 
2003). In diesem Kapitel soll die Transduktionseffizienz von Genvektoren, die mit der 
optimierten Verpackungszelllinie 293-VII+ hergestellt worden waren, untersucht und 
verschiedene B-Zelltypen als Rezipienten verglichen werden.  
Dazu wurden zunächst im Labor etablierte B-Zelllinien und später primäre humane  
B-Zellen transduziert. Die Anzahl eGFP-exprimierender CD19+ B-Zellen, deren 
erfolgreiche Transduktion und damit des Virustiters wurden mit Durchflusszytometrie 
ermittelt. Darüber hinaus sollten Aussagen über Expression unterschiedlicher 
Markergene wie auch des hCD40L in infizierten Zellen getroffen werden. Abschließend 
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wurde mittels IFN-γ-ELISA die Aktivierung von T-Zellen durch hCD40L-Expression auf 
B-Zellen untersucht.  
4.2.2.1 Infektion unterschiedlicher B-Zelltypen  
Zur Analyse der Infektionseffizienz der mit 293-VII+ hergestellten Partikel wurden  
B-Zellen aus dem Blut von Patienten mit B-CLL, ruhende primäre B-Zellen aus 
Adenoiden oder aus Blut, aktivierte B-Blasten (Schultze, 1997) und die Burkitt-
Lymphom-Zelllinie Raji infiziert.  
Blutproben aus der Medizinischen Klinik III des Münchener Klinikums Großhadern 
konnten aufgearbeitet und getestet werden. Diese Proben stammten von Patienten mit 
B-CLL unterschiedlicher Stadien, vor allem auch von nicht-therapierten Patienten. 
Insgesamt wurde Material von 52 Patienten untersucht. Um die B-Zellen aus Adenoiden 
oder Blut zu gewinnen, wurden zunächst mononukleäre Zellen (PBMCs, vor allem 
Lymphozyten und Monozyten) mittels Dichtezentrifugation über einen Gradienten aus 
Ficoll von Leukozyten und Erythrozyten abgetrennt. Bei B-CLL-Proben wurde zur 
Bestimmung des enthaltenen CD19+ B-CLL-Anteils die Oberflächenexpression 
verschiedener Marker, etwa CD19, CD5, CD3, CD21, CD154, CD54, CD80, CD86 in 
der Durchflußzytometrie mit jeweils spezifischen Fluoreszenz-konjugierten Antikörpern 
gemessen. Um unspezifische Bindungen auszuschließen, wurden die Messungen mit 
einem Kontrollantikörper (Isotypenkontrolle) verglichen. Die isolierten primären Zellen 
enthielten einen durchschnittlichen B-CLL-Anteil von ca. 65%.  
Wildtyp-EBV kann B-CLL-Zellen infizieren, sie jedoch nicht transformieren (Klein, 1999, 
Laytragoon-Lewin, 1995, Rickinson, 1982, Wendel-Hansen, 1994). Auch eGFP-
kodierende Partikel aus TR-2/293 infizieren effizient die CLL-Zelllinie MEC1 (Stacchini, 
1999) sowie frisch isolierte CD5/CD19+ B-CLL-Zellen (Wendtner, 2003). Dabei spielten 
weder klinisches Stadium noch Geschlecht oder Alter eine Rolle. Dennoch konnten 
Schwankungen in der Infektionseffizienz festgestellt werden. B-CLL-Zellen wurden nur 
mit Überständen von induzierten 293-VII+-Zellen, die als Genvektor p1933 enthielten 
(p0588-basiert, Amp als Selektionsresistenzmarker), sowie mit Überständen aus beiden 
hCD40L-kodierenden Plasmiden infiziert. Dabei wiesen Infektionen mit dem Genvektor 
p1933 einen Titer von etwa 4x104 (1x104 - 1x105) Partikel/ml bei nicht konzentrierten 
bzw. 6x106 (2x106 - 1x107) bei konzentrierten Überständen auf. Aufkonzentrieren der 
Virusüberstände erreicht also eine Steigerung des Titers um etwa das 100-fache. Bei 
 Ergebnisse 88 
Verwendung des p0588-basierten, Amp-kodierenden Plasmids p3304 konnte der Titer 
um das Zehnfache im Vergleich zu p2924 gesteigert werden.  
 
Abb. 22 Diagramm einer FACS-Analyse nach Infektion verschiedener B-Zellen 
mit Virusüberständen generiert in TR-2/293 (TR) und 293-VII+ (VII) aus 
p1933 sowie in 293-2089 (2089)  
Mit Ausnahme der primären B-Zellen aus dem Blut (pBL, 106/ml) wurden jeweils 105  
B-Zellen aus Adenoid (Ade), aus dem Blut von Patienten mit B-CLL (CLL), aktivierte  
B-Blasten (BBL) und Raji-Zellen (Raji) infiziert. Die Überstände wurden generiert durch 
Transfektion von TR-2/293 (TR) und 293-VII+ (VII) mit p1933 neben den beiden 
Expressionsplasmiden für BZLF1 und BALF4 bzw. durch Induktion der Zelllinie 293-
2089 (2089). Nur die Virusüberstände aus TR-2/293 und 293-VII+ wurden zehnfach 
konzentriert. Durch Kalibrierung mit einem Standardvolumen an Latex-Kügelchen 
wurden eGFP+ Zellen drei Tage nach Infektion mittels Durchflusszytometrie 
quantifiziert. Dargestellt sind die Konzentrationen an eGFP+ CD19+ B-Zellen pro ml 
Virusüberstand. Die Daten wurden in drei unabhängigen Experimenten ermittelt.  
Aktivierte B-Blasten sind EBV- B-Zelllinien, die in vitro aus PBMCs (Memory-B-Zellen 
oder Plasmazellen) von gesunden humanen Spender etabliert wurden (Arpin, 1995). 
Zur Erhaltung der Proliferation ist die Stimulierung des CD40-Rezeptors durch CD40L 
und IL-4 notwendig (Banchereau, 1991a), womit eine Aktivierung durch T-Zellen 
simuliert wird. Ursprünglich dienten diese B-Blasten als antigenpräsentierende Zellen 
zur Generierung von antigenspezifischen T-Zellen für autologe Immuntherapien 
(Lapointe, 2003, Schultze, 1997). Die B-Blasten LenL5 wurden freundlicherweise von 
Andreas Moosmann zur Verfügung gestellt. Die EBV+ Raji-Zelllinie läßt sich 
superinfizieren und diente als Standard-System bei den Infektionsanalysen. Nach 
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dreitägiger Inkubation mit rekombinanten eGFP-kodierenden Partikeln lässt das 
Auftreten von eGFP+ Raji-Zellen Rückschlüsse auf erfolgreiche Genvektortransduktion 
zu. Wie in Abb. 22 dargestellt ist, können unterschiedliche B-Zellen mit 
Virusüberständen aus 293-VII+ infiziert werden. Außerdem sind die Effizienzen 
vergleichbar zu den unter gleichen Bedingungen in TR-2/293 generierten Überständen, 
jedoch schwächer als die mit Wildtyp-EBV.  
Die gewonnenen Virusüberstände wurden nur teilweise aufkonzentriert. Im Rahmen 
dieser Arbeit wiesen Infektionen von Raji-Zellen mit p1933-tragenden rekombinanten 
EBV-Partikeln einen Titer von etwa 3x104 (1x104 - 7x104) Partikel/ml bei nicht 
konzentrierten Überständen bzw. 2x106 (4x105 - 1x107) bei konzentrierten Überständen 
auf. Der Titer von aufkonzentrierten Überständen aus dem Genvektor p3326, welches 
auf p1913 basiert und supF als Selektionsresistenzmarker enthält, war mit 5x105  
(9x104 - 1x106) Partikel/ml um etwa ein Viertel geringer.  
Dennoch wurde aus diesen Experimenten deutlich, dass die sieben Deletionen im maxi-
EBV-Genom der optimierten Verpackungszelllinie 293-VII+ keinen negativen Einfluss 
auf die Verpackungseffizienz und Transduktionseffizienz im Vergleich zur TR-2/293 
Verpackungszellinie haben.  
4.2.2.2 Infektion mit CD40L  
Im Hinblick auf eine therapeutische Anwendung wurden Infektionsexperimente mit 
hCD40L durchgeführt. Dazu wurden B-CLL-Zellen mit rekombinanten hCD40L+ EBV-
Partikeln infiziert, als Kontrolle diente die Infektion von Raji-Zellen. Im 
Durchflusszytometer wurde die Expression von CD154 analysiert, im Fall der B-CLL-
Zellen auch eine mögliche Hochregulierung der kostimulatorischen Moleküle B7-1 
(CD80) und B7-2 (CD86) auf den Tumorzellen.  
Mit Hilfe der Verpackungszelllinie 293-VII+ wurden die beiden hCD40L-kodierenden 
Genvektoren (p2924 und p3304) wie beschrieben in rekombinante EBV-Partikel 
verpackt. Mit den Überständen wurden teils frisch gewonnene, teils kryokonservierte B-
CLL-Zellen unterschiedlicher Spender infiziert. Raji-Zellen dienten im Vergleich als 
Standard.  
Virusüberstände, die mit dem p1913-basierten, supF-tragenden Plasmids p2924 
hergestellt wurden, erreichten einmalig einen Titer von 6x104 Partikel/ml bei nicht 
konzentrierten bzw. 1x105 (0 - 2x105) bei konzentrierten Überständen nach Infektion 
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von Raji-Zellen. Die aufkonzentrierten Überstände von induzierten 293-VII+-Zellen mit 
dem Genvektor p3304 zeigten mit 1x106 (9x105 - 1x106) Partikel/ml einen zehnfach 
höheren Titer.  
Wie auch bei eGFP-kodierenden Genvektoren beobachtet werden konnte, zeigt das auf 
p0588-basierte Plasmid p3304 höhere Transduktionsraten. Im Durchflusszytometer war 
nicht nur die Expression von hCD40L deutlich erhöht, es konnte auch eine stärkere 
Hochregulierung der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 gemessen werden, 
die für die Induktion einer effizienten T-Zellantwort notwendig sind (siehe Abb. 23).  
 
Abb. 23 Durchflusszytometrie von B-CLL-Zellen nach Infektion mit 
rekombinantem hCD40L-kodierendem EBV  
Die beiden hCD40L-kodierenden Genvektoren p2924 und p3304 wurden hinsichtilich 
ihrer Transduktionseffizienz verglichen. 293-VII+-Verpackungszellen wurden mit p2924 
und p3304 sowie je mit den beiden Expressionsplasmiden für BZLF1 und BALF4 
transfiziert. Mit den generierten Virusüberständen wurden B-CLL-Zellen infiziert. Als 
Negativkontrolle (-) dienten B-CLL-Zellen nach Inkubation mit Überständen, die durch 
Transfektion von 293-VII+ nur mit p0509 und p2670 hergestellt wurden. Die obere 
Reihe zeigt die CD3-/CD154+ Population und somit den Anteil der positiv infizierten  
B-Zellen, die untere die Zellpopulation mit erhöhter Expression der kostimulatorischen 
Moleküle B7-1 und -2 nach Antikörperfärbung mit CD80 und CD86.  
Durch Aufkonzentrieren der Virusüberstände wurde generell eine überproportionale 
Steigerung des Titers erreicht, besonders aber bei Verwendung von eGFP-tragenden 
Plasmiden. Eine Schwachstelle bei der Messung mittels Durchflusszytometer ist die 
Eingrenzung der zu messenden Population, da diese immer arbiträr gesetzt wird. 
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Vermutlich wurden bei der Messung des Titers unterschiedliche Zell-Populationen 
ausgewertet, die nicht von einander getrennt werden konnten.  
Antikörpertest und -fixierung konnten die schwache Reproduzierbarkeit mit p2924 nicht 
abschließend klären. Eventuell wurde zur Detektierung zu wenig CD40L exprimiert, 
wodurch der Nachweis nicht möglich war. Eine andere Erklärung könnte sein, dass der 
spontan von B-Zellen produzierte lösliche funktionale Rezeptor sCD40 an den 
membranständigen Liganden CD40L bindet und somit einen Antikörper-Nachweis 
unmöglich macht (Contin, 2003). Wird nämlich membranständiger CD40-Rezeptor 
durch CD40L ausgelöst (triggering), folgt sofort die Induktion zur Freisetzung großer 
Mengen an sCD40. Eine Produktion von sCD40 könnte allerdings durch einen 
synthetischen Metalloproteinase-Inhibitor vollständig blockiert werden (Contin, 2003). 
Dies würde auch erklären, warum bei den Kontrollen während der Klonierung des 
Genvektors p2924 die Expression von hCD40L in 293HEK-Zellen bestätigt werden 
konnte, 293HEK-Zellen produzierten kein sCD40.  
Wie in der Literatur beschrieben wurde, kann die Transduktion von primären CLL-Zellen 
gesteigert werden, wenn die Zellen auf einer Feederzell-Schicht plattiert werden, die 
CD40L exprimieren (Kato, 1998). Durch Feeder-Stimulation kann der Zellzyklus von 
malignen B-Zellen verändert werden, so dass die Zahl an Zellen ansteigt, die sich in der 
proliferativen S-Phase befinden (Buhmann, 1999, Teoh, 2000) (Decker, 2000a, Decker, 
2000b). In einer anderen Veröffentlichung jedoch kann die EBV-Transduktionsrate von  
B-CLL-Zellen und somit die Marker-Expression durch Stimulierung mit CD40L-
Feederzellen oder CpG-Oligodeoxynukleotide nicht gesteigert werden (Wendtner, 
2003). Die eGFP-Expression war vermutlich durch Abwesenheit von EBNA1 sogar 
deutlich höher ohne weitere Aktivierung (Kaneda, 2000, Langle-Roualt, 1998, 
Middleton, 1994, Wendtner, 2003).  
4.2.2.3 T-Zell-Assay mittels Interferon-γ-ELISA  
Um festzustellen, ob die Expression von hCD40L auf B-CLL-Zellen auch zur 
Sezernierung von Interferon-γ (IFN-γ) in stimulierten T-Zellen führt, wurde ein 
enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA, enzyme-linked immunosorbent 
assay) durchgeführt. Dieser abschließende T-Zell-Assay sollte Aussagen über die 
Aktivierung der Immunerkennung zulassen. Bezogen auf die klinische Anwendung kann 
dieser Versuch Rückschlüsse auf eine erhoffte Immunantwort der T-Zellen geben, 
 Ergebnisse 92 
welche durch Aktivierung mittels CD40L auf den B-CLL-Zellen hervorgerufen wird.  
Dazu wurden B-CLL-Zellen eines Spenders mit verschiedenen Virusüberständen 
inkubiert und drei Tage nach Infektion im Verhältnis 1:5 bis 1:10 zu PBMCs/Monozyten 
allogener Spender gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 Tagen wurden die 
Überstände dieser Reaktion für die Zytokin-Messung auf IFN-γ untersucht.  
 
Abb. 24 Diagramm des T-Zell-Assays mittels IFN-γ-ELISA 
Die im Diagramm gezeigte Absorption gibt die Mengen an sezerniertem IFN-γ wieder. 
Die erste Zeile unterhalb des Diagramms beschreibt die verwendeten Plasmide zur 
Herstellung unterschiedlicher Virusüberstände (vergleiche Erklärung im Text, bezogen 
auf die Ziffern). Die beiden folgenden Zeilen verdeutlichen die An- und Abwesenheit der 
Expressionsplasmide p2670 (BALF4) und p0509 (BZLF1). Die unterste Zeile 
charakterisiert den Phänotyp des jeweils verwendeten Genvektors. Die farbige 
Unterlegung in den Zeilen und Balken veranschaulicht unterschiedliche IFN-γ-Niveaus. 
BALF4 scheint keinen Einfluss auf Sezernierung von IFN-γ zu haben, für die erste Stufe 
(dunkelgrau) ist die Induktion des lytischen Zyklus notwendig. Nur Virusüberstände mit 
verpackbaren (TR+), hCD40L-kodierenden Genvektoren überwinden ein weiteres  
IFN-γ-Niveau (schwarz).  
Um eine bloße Stimulierung durch EBV-Infektion ausschließen zu können, wurde 
Kontrollüberstände in 293-VII+-Zellen durch Transfektion von p2924 und p2670, jedoch 
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ohne Induktion des lytischen Zyklus hergestellt (1, vergleiche Abb. 24). Eine weitere 
Kontrolle sollte klären, ob das Fehlen von BALF4 während der Virusproduktion im  
IFN-γ-ELISA negative Auswirkungen haben könnte (2). Darüber hinaus wurden bei der 
Herstellung von Virusüberständen unterschiedliche Genvektoren verwendet. Im Ansatz 
(3) fehlt jeglicher verpackbarer Genvektor und in Ansatz (4) wurde das TR-, hCD40L-
kodierende Vorkonstrukt von p2924 verpackt. Um den erwarteten positiven Effekt der 
hCD40L-Expression gegen vergleichbare hCD40L- Genvektoren abgrenzen zu können, 
wurden die eGFP-kodierenden Pendants in (5) und (6) im Vergleich zu den hCD40L-
kodierenden in (7) und (8) verwendet. (5) und (7) tragen jeweils supF und basieren auf 
p1913, wohingegen (6) und (8) das Ampicillin-Resistenzgen tragen und auf p0588 
basieren. Als Negativkontrolle (9) dienten PBMCs, die nur in Medium inkubiert wurden. 
Für die Positivkontrolle (10) wurden B-CLL-Zellen auf CD40L-Feederzellen aktivert. 
Abb. 24 zeigt das Diagramm des T-Zell-Assays.  
Abschließend lässt sich sagen, dass jegliche Infektion von B-CLL-Zellen mit 
rekombinantem EBV, welches nur nach Induktion des lytischen Zyklus generiert wird, 
zur Sezernierung von IFN-γ in T-Zellen führt. Da jedoch nur die drei Proben mit 
verpackbaren, hCD40L-kodierenden Partikeln eine Steigerung, wenn auch nur eine 
geringe, hervorriefen, muss die Infektion der B-CLL-Zellen mit hCD40L-kodierenden 
Genvektoren zu erhöhter Sezernierung von IFN-γ in stimulierten T-Zellen führen. Da 
nicht verpackbare, hCD40L-kodierende Partikel keine IFN-γ-Sezernierung hervorrufen, 
ist ein möglicher hCD40L-Proteinübertrag als Ursache auszuschließen. Selbst wenn 
kein CD40L auf den B-CLL-Zellen mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden 
konnte, scheint dessen Existenz durch schwache, aber nachweisbare Stimulierung der 
T-Zellen bewiesen zu sein. Da IFN-γ das Hauptmolekül ist, welches von T-Helferzellen 
nach zell-vermittelter Zytotoxizitätsaktivierung sezerniert wird, kann von einer 
Korrelation zwischen der Konzentration von IFN-γ und der zytotoxischen Aktivität der  
T-Zellen ausgegangen werden (Biagi, 2003, Morel, 1998, Scheibenbogen, 2000).  
4.2.3 Exosomen  
In mehreren Arbeiten wurden bereits die Produktion von leeren viralen Partikeln 
beschrieben (Feederle, 2005, Greenstone, 1998, Mandic, 2004). Diese Partikel wurden 
als Virus-ähnliche Partikel (virus-like particles), Mikrovesikeln oder auch Exosomen 
bezeichnet. Exosomen sind etwa 30-100nm kleine Membranvesikel mit 
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endosomatischem Ursprung. Erstmalig wurden Exosomen als eine Art 
Reinigungssystem beschrieben, das von Retikulozyten während der Reifung zu 
Erythrozyten gebildet wird, um überflüssige Proteine wie den Transferrinrezeptor oder 
die Acetylcholinesterase zu eliminieren (Johnstone, 1987, Pan, 1983a, Pan, 1983b). 
Von anderen zellulären Strukturen lassen sich Exosomen im Elektronenmikroskop 
eindeutig anhand ihrer gleichmäßig runden Form unterscheiden. Sie haben einen 
Durchmesser von 40-100nm und heben sich dadurch eindeutig von anderen zellulären 
Strukturen wie etwa apoptotischen Körperchen ab. Unabhängig von der zellulären 
Quelle sedimentieren Exosomen relativ einheitlich bei ≥70.000xg und lassen sich so 
über differenzielle Zentrifugationsschritte leicht aus Zellkulturüberständen isolieren.  
In ihrer Proteinzusammensetzung weichen sie ebenfalls von anderen Vesikeln ab. Sie 
beinhalten 5’Nukleotidase-Aktivität, Transferin-Rezeptoren sowie Marker, mit denen 
man den Verlauf der Endozytose verfolgen kann. Dennoch ist über die potenzielle 
biologische Funktion und den Verbleib in vivo wenig bekannt. Im Zytoplasma liegen 
Exosomen in multivesikulären Körperchen (multivesicuar body, MVB) vor, nachdem 
sich aus frühen Endosomen internalisierte Membranproteine zusammengefügt haben. 
Diese internen Vesikel werden nach Fusion des multivesikulären Körperchens mit der 
Plasmamembran als Exosomen freigesetzt (Février, 2004). Aus Zellkulturüberständen 
lassen sich Exosomen in differenziellen Zentrifugationsschritten anreichern und nach 
Präzipitation bei 70.000xg isolieren. In der Plasmamembran von Exosomen sind einige 
Proteine wie Lamp2, CD63 und MHC II, die auch in späten Endosomen gefunden 
werden, angereichert, während andere proteinäre Bestandteile der zellulären Membran 
nicht nachgewiesen werden konnten (Hegmans, 2004). Ähnlich wie lipid rafts sind 
Exosomen reich an Cholesterin und Sphingolipiden (Wubbolts, 2003). Exosomen 
transportieren nur bestimmte Proteine, die hierzu eventuell durch eine besondere Form 
der Ubiquitinilierung markiert werden (Hicke, 2001a, Katzmann, 2001).  
In vivo und in vitro sezernieren die meisten Zellen Exosomen (Pisitkun, 2004, Thery, 
2002b). Sie wurden bei Retikulozyten (Johnstone, 1987), dendritischen Zellen und 
Makrophagen (Thery, 2002b) ebenso beschrieben wie bei EBV-immortalisierten  
B-Zellen (Vazirabadi, 2003). Auch in Urin wurden sie gefunden (Pisitkun, 2004). Aus 
Tumorzellen konnten ebenfalls Exosomen isoliert werden. Sie werden konstitutiv 
produziert und in den extrazellulären Raum sezerniert (Thery, 2002b). Auf ihrer 
Membran transportieren diese in Tumorzellen exprimierten Exosomen (TEX) auch 
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Tumor-spezifische Antigene, welche nach Aufnahme durch professionelle Antigen-
präsentierende Zellen präsentiert werden und so zur Aktivierung von T-Zellen führen 
(Segura, 2005, Thery, 2002b, Wolfers, 2001). Da TEX einen inhibitorischen Effekt auf 
Immunzellen ausüben, Signaltransduktionswege unterhalb der ζ-Kette des  
T-Zellrezeptors blockieren sowie die Proliferation und Zytotoxizität von T-Zellen 
unterdrücken oder diese nach Präsentation aktivieren, könnten sie zur Immunevasion 
beitragen (Kim, 2004, Taylor, 2005, Taylor, 2003, Thery, 2002a, Wolfers, 2001).  
Auf ganz ähnliche Art und Weise funktioniert das Ausschleusen durch budding bei 
einigen behüllten Viren. So wird etwa durch eine hohe lokale Konzentration an viralen 
Syntheseprodukten in der Zellmembran ein Zusammenfassen dieser Produkte in 
Vesikeln initiiert. In manchen Fällen scheint das unabhängige Entstehen von Exosomen 
das Knospen infektiöser Viruspartikel aktiv zu unterstützen (Gould, 2003). Von HIV ist 
darüber hinaus beschrieben, dass es aus Monozyten mit Hilfe von Exosomen austritt 
(Nguyen, 2003). In Exosomen konnte auch das Hüllprotein E2 des humanen Hepatitis C 
Virus nachgewiesen werden (Masciopinto, 2004), sowie LMP1 des EBV (Flanagan, 
2003, Vazirabadi, 2003). Diese leeren viralen Partikel des EBV-basierten Systems 
könnten ähnlich wie Hepatitis B und Papillomavirus als potentielles Vakzin verwendet 
werden (Feederle, 2005, Greenstone, 1998, Mandic, 2004). Dazu muss allerdings noch 
weiter an der Sicherheit und der Immunogenität dieser leeren Partikel gearbeitet 
werden.  
In diesem Kapitel werden initiale Versuche beschrieben, mit denen die Existenz von 
Exosomen auch im System der Verpackungszelllinie nachgewiesen werden kann. 
Weitere Experimente sollten zeigen, ob die Fähigkeit der Exosomen, B-Zellen zu 
transduzieren, durch die Interaktion von gp350/220 mit CD21 vermittelt wird. Zuletzt soll 
anhand einer Reaktivierung von spezifischen T-Zellen gezeigt werden, dass der 
Übertrag eines Fremd-Gens durch Exosomen auf B-Zellen möglich ist und dieses dort 
immunogen ist. Durch Verpackung verschiedener viraler Proteine könnten Exosomen 
als sicherer, DNA-freier Impfstoff zur Induktion spezifischer Immunantworten etwa 
gegen EBV und CMV Verwendung finden.  
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4.2.3.1 Vergleich der Infektionseigenschaften von rekombinantem EBV 
und Exosomen  
Bereits bei den Infektionsexperimenten der vorherigen Kapitel überraschten die 
vermeintlichen Negativkontrollen mit einer leicht erhöhten eGFP-Fluoreszenz-Intensität, 
welche durch Übertrag des eGFP aus der Verpackungszelle stammen musste. Für 
therapeutische Anwendungen muss jegliches Risiko eines „stillen“ Übertrags 
charakterisiert sein, jedoch könnten mittels „stillen“ Übertrags neue Einsatzgebiete 
entdeckt werden.  
Grün-fluoreszierende Raji-Zellen waren stets dann zu beobachten, wenn sie mit 
Überständen der Verpackungszelllinien behandelt wurden, in denen der lytische Zyklus 
von EBV durch Transfektion von p0509 induziert worden war. Sowohl im Fluoreszenz-
Mikroskop als auch bei Messungen am Durchflusszytometer war eGFP nachweisbar, 
auch wenn kein verpackbares Plasmid kotransfiziert worden war, die Bildung von 
intakten Viruspartikeln per definitionem also gar nicht möglich war. Insbesondere bei 
FACS-Messungen konnte die Aussage getroffen werden, dass die eGFP-Intensität der 
Zellen nach Inkubation mit Virusüberständen, die aus den Vektoren p1933, p3326 oder 
p3460 hergestellt wurden, stets um etwa den Faktor 10 stärker war, als die der 
Negativkontrollen. Die Intensität dieser beobachteten eGFP-Fluoreszenz würde eher 
einen Transfer des fluoreszierenden Proteins als einen Transfer des genetischen 
Materials davon vermuten lassen, da eine Produktion in der B-Zelle selbst zu größeren 
Konzentrationen und somit zu höheren Intensitäten führen würde als ein bloßer 
Proteintransfer. Die übertragenden Partikel müssen sehr klein sein, da die eGFP-
Übertragung nach Infektion mit Virusüberständen von Negativkontrollen durch 
Zentrifugation oder Filtration nicht reduziert werden konnte. Wurden humane PBMCs 
gesunder Spender mit Virusüberstand von Negativkontrollen infiziert, zeigten nur die  
B-Zellen einen eGFP-Anstieg im FACS, nicht aber andere primäre Immunzellen.  
Da EBV einen ausgeprägten B-Zelltropismus besitzt und keine anderen Zellen des 
peripheren Blutes infiziert, lag die Vermutung nahe, dass die selektive Bindung durch 
ein oder mehrere virale Proteine, die in der Membran der Exosomen zu finden sind, 
vermittelt wurde. Die Arbeitsgruppe von Henri-Jaques Delecluse analysierte die 
Überstände von TR-2/293-Zellen nach Induktion des lytischen Zykluses und fand viele 
leere Viruspartikel ohne virale DNA und sehr selten (0,001% der infizierten Zellen) 
defekte infektiöse Viren, die das lytisch replizierte, TR- EBV-Genom enthalten 
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(Feederle, 2005). Diese waren in der Lage, primäre B-Zellen zu infizieren.  
 
Abb. 25 Durchflusszytometrie von CD21- Zelllinien nach Infektion mit 
rekombinantem eGFP-kodierendem EBV 
293-VII+-Verpackungszellen wurden mit den beiden Expressionsplasmiden für BZLF1 
und BALF4 transfiziert (-) bzw. zusätzlich mit p1933. Mit den generierten 
Virusüberständen wurden verschiedene CD21- Zelllinien infiziert. Als Positivkontrolle 
dienten CD21+ Raji-Zellen.  
Abb. 25 zeigt die Ergebnisse einer Durchflusszytometrie, bei der die CD21- Zelllinien 
293HEK, HeLa und Jurkat keine positive Infektion mit rekombinantem eGFP-
kodierendem EBV aufwiesen. In den folgenden beiden Kapiteln wurden Experimente 
durchgeführt, die die Beschaffenheit dieser Partikel näher charakterisieren sollten.  
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4.2.3.2 Mikroskopische Analyse des Übertrags durch Exosomen  
Um ein genaueres Bild des eGFP-Transfers durch Exosomen zu bekommen, wurden 
Raji-Zellen nach Infektion in einem Konfokalem Lasermikroskop analysiert.  
 
Abb. 26 Konfokale Lasermikroskopie von Raji-Zellen nach Infektion mit mRFP-
kodierendem Virusüberstand 
Die Verpackungszellen 293-VII+ wurden mit dem mRFP-kodierenden Plasmid p3100 
und den Expressionsplasmiden für BZLF1 und BALF4 transfiziert. Mit dem 
Virusüberstand wurden Raji-Zellen infiziert und im Konfokalen Lasermikroskop auf 
eGFP (A) und mRFP (B) analysiert. In (C) ist die zelluläre DNA nach DAPI-Kernfärbung 
zu sehen. (D) zeigt die Überlagerung der 3 Fluoreszenzen, (1) kennzeichnet eine nur 
eGFP+, (2) eine nur mRFP+ und (3) eine doppelt-positive Raji-Zelle.  
In Abb. 26 wird sichtbar, dass die eGFP+ Partikel auf der Zellmembran anlagern und 
nicht internalisieren (1). Das mRFP-Protein liegt dagegen im Zytoplasma verteilt vor (2). 
Ein eGFP-Übertrag findet also unabhängig von transienter Infektion durch 
rekombinantes EBV statt, kann aber auch zusammen auftreten (3).  
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Da eGFP in diesem Fall nicht in der Raji-Zelle translatiert worden sein kann, liegt die 
Vermutung nahe, dass das Protein aus dem Zytoplasma der Verpackungszelllinie 
mittels Exosomen transportiert worden war. Vermutlich binden die Exosomen selektiv 
an CD21 über gp350/220 auf der Zelloberfläche.  
4.2.3.3 Immunantwort gegen das CMV-Protein pp65  
Im nächsten Experiment wurde der Versuch unternommen, ein Fremd-Protein, in 
diesem Fall pp65, über Exosomen auf B-Zellen zu übertragen. Das Phosphoprotein 
pp65 ist ein immundominantes T-Zellantigen des humanen Cytomegaloviruses und 
induziert bei gesunden, virusinfizierten Personen eine starke MHC-I-restringierte  
T-Zellantwort und eine lebenslang hohe Zahl an spezifischen Gedächtnis-T-Zellen.  
Mit Hilfe der TR-2/293-Zelllinie wurden nach Infektion mit einem pp65-exprimierenden 
mini-EBV-Plasmid aus dem Blut eines gesunden CMV-seropositiven Spenders die 
lymphoblastoide Zelllinie (LCL) THV1 von Andreas Moosmann hergestellt und 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Durch wiederholte Restimulation der T-Zellen 
mit bestrahlten pp65-LCLs wurde die autologe polyklonale und CMV-spezifische  
T-Zelllinie f46P ebenfalls von Andreas Moosmann generiert und bereitgestellt. Der 
CD8+ T-Zellklon f46P erkennt spezifisch das CD8-restringierte pp65-Epitop 
RPHERNGFTVL. Zytotoxische T-Zellen reagieren mit IFN-γ-Ausschüttung auf Kontakt 
mit dem eigens prozessierten und im Kontext mit MHC-Molekülen präsentierten 
Antigen. Mittels ELISA wurde die Sekretion von IFN-γ in den Überstand nach 
spezifischer Stimulation quantifiziert.  
Im ersten Ansatz wurden Überstände aus der Verpackungszelllinie 293-VII+ nach 
Transfektion mit den nicht-verpackbaren Expressionsplasmiden für pp65 (pSG5-pp65) 
sowie BZLF1 und BALF4 gewonnen. Nach Anreicherung durch mehrstufige 
Zentrifugation (5min/1.200rpm, 20min/4.000rpm, 30min/7.500rpm, 1h/25.000rpm) 
wurden die mini-LCLs THV1 damit inkubiert. Der T-Zellklon f46P wurde im Verhältnis 
2:5 mit den inkubierten mini-LCL für 12h gelagert. Die Reaktivierung der CMV-
spezifischen zytotoxischen T-Zellen wurde durch Analyse des Überstandes über einen 
IFN-γ-ELISA gemessen (Moosmann, 2002).  
Wie in Abb. 27 deutlich wird, kann man mit den Überständen, die nach Transfektion von 
293-VII+-Zellen mit dem Plasmid pSG5-pp65 hergestellt wurden, mini-LCLs THV1 
inkubieren, so dass die T-Zelllinie f46P nach Kontakt spezifisch IFN-γ  sezerniert. Das 
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Fremdprotein pp65 ist also durch nicht-viralen Transfer auf die mini-LCLs übertragen 
worden. Bei gleichzeitiger Transfektion des Expressionsplasmides von BZLF1 erhöht 
sich die Menge an produziertem IFN-γ, was auf Induktion des lytischen Zyklusses, 
erhöhte Exosomen-Produktion oder Segregation von gp350/220 zugeführt werden 
kann.  
 
Abb. 27 Diagramm des T-Zell-Assays mittels IFN-γ-ELISA  
Mit der Verpackungszelllinie 293-VII+ wurden 3 verschiedene Überstände generiert. Als 
Negativkontrolle wurde das Plasmid pSG5 (1) neben den Expressionsplasmiden für 
BZLF1 (p0509) und BALF4 (p2670) kotransfiziert. Im Ansatz (2) tragen die Exosomen 
BALF4 und pp65 (pSG5-pp65), bei (3) wurde zusätzlich der lytische Zyklus induziert. Im 
Ansatz (4) wurden die T-Zellen als Positivkontrolle mit der Stimulatorzelllinie THV1 
inkubiert.  
Um den Einfluss des viralen Hüllproteins gp350/220 bei der Bindung von Exosomen an 
B-Zellen zu untersuchen, wurden im nächsten Ansatz EBV- 293HEK-Zellen nur mit dem 
pp65-Expressionsplasmid pSG5-pp65, sowie pSG5-pp65 zusammen mit einem nicht-
verpackbarem Expressionsplasmid für das virale Glykoprotein gp350/220 transfiziert. 
Nach Anreicherung der Exosomen im Überstand durch mehrstufige Zentrifugation 
(10min/1.200rpm, 20min/4.000rpm, 70min/7.500rpm, 75min/25.000rpm) wurden die 
mini-LCLs THV1 inkubiert. Der T-Zellklon f46P wurde im Verhältnis 2:5 mit den 
infizierten LCL stimuliert.  
Abb. 28 zeigt eine deutliche Aktivierung der T-Zellen nach Inkubation der mini-LCLs, 
welche mit Überständen aus dem Expressionsplasmid von pp65 behandelt wurden. 
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Werden 293HEK-Zellen gleichzeitig mit dem Expressionsplasmid von gp350/220 
transfiziert, führt dies zu einer gesteigerten Aktivierung (siehe Ansatz 3 in Abb. 28). Wie 
schon in den vorherigen Kapiteln gezeigt, bestätigt dies die Beobachtung, dass ein 
Übertrag dieser als Exosomen definierten Partikel auf B-Zellen und durch die Interaktion 
des EBV-Glykoproteins gp350/220 mit CD21 noch verstärkt werden kann.  
 
Abb. 28 Diagramm des T-Zell-Assays mittels IFN-γ-ELISA  
In den Ansätzen (1) bis (3) wurden 293HEK-Zellen analysiert. (1) dient als 
Negativkontrolle und stellt bloßen Überstand ohne Transfektion dar. Für (2) wurden 
293HEK-Zellen transfiziert mit dem Expressionsplasmid für pp65 (pSG5-pp65), und 
zusätzlich mit dem Expressionsplasmid für gp350/220 (p2385) (3). Für (4) wurden 293-
VII+-Zellen neben Induktion des lytischen Zyklus mittels p0509 transfiziert mit pSG5-
pp65.  
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5 DISKUSSION  
Um Krankheiten auf zellulärer Ebene therapieren zu können, ist in der Regel ein 
Transfer von genetischem Material notwendig. Dieses transgene Material kann sehr 
effizient durch virale Vektoren in Zielzellen geschleust werden. Unterschiedlichste Viren 
werden auf Ihre Eignung als Genfähren untersucht.  
Das Epstein-Barr-Virus zeichnet sich durch einige besondere Eigenschaften aus. 
Während virale Genome häufig klein sind und die Kapazität zur Aufnahme daher 
beschränkt ist, besitzt EBV mit ca. 172kb ein verhältnismäßig großes Genom und 
dadurch die Fähigkeit, relevante therapeutische Genabschnitte zu integrieren 
(Delecluse, 1998, Hammerschmidt, 1989, Kempkes, 1995a, Kempkes, 1995b, Wang, 
1996). Eine stabile Weitergabe des EBV-Genoms samt Transgen als episomales 
Plasmid an Tochterzellen ist durch die Besonderheit der latenten Infektion ohne riskante 
Integration in das Zellgenom möglich. Da EBV einen sehr engen Zelltropismus besitzt, 
ist zudem ein zielgerichteter Gentransfer mit niedrigen MOI möglich (Wendtner, 2003). 
Andere Vektorsysteme benötigen bis zu 1.000-fach höhere Virus-Konzentrationen.  
Durch die Möglichkeit der homologen Rekombination und die Einführung des 
bakteriellen F-Faktors kann das Genom von EBV in E. coli beliebig genetisch modifiziert 
werden (Altmann, 2005, Brielmeier, 1996, Delecluse, 1998, Dirmeier, 2005, Dirmeier, 
2003, Kilger, 1998, Messerle, 1997, Neuhierl, 2005, Zimber-Strobl, 1996). Nach 
Deletion der Verpackungssignale wurde die erste EBV-basierte Verpackungszelllinie 
etabliert (Delecluse, 1999). Diese Verpackungszelllinie ist für eine klinische Anwendung 
aber zu risikobehaftet, da EBV kausal mit einer Reihe von Tumorerkrankungen in 
Verbindung gebracht wird (Liebowitz, 1998, Niedobitek, 1999, Rickinson, 1996). Ziel 
dieser Arbeit war es deshalb, eine neue Verpackungszelllinie zu generieren, in der das 
Helfergenom weitere Deletionen in entscheidenden Genen trägt, welche alle 
sicherheitsrelevanten Aspekte für einen Therapieansatz berücksichtigen. Die daraus 
entstehenden rekombinanten EBV-Partikel wurden auf Infektionseffizienz und 
Transformationspotential und getestet.  
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5.1 Berücksichtigung aller sicherheitsrelevanten Aspekte 
bei der Konstruktion der Verpackungszelllinie 293-VII+ 
5.1.1 Genetische Modifizierung des Helfergenoms p2831 
Da EBV Krebs verursachen kann (Liebowitz, 1998, Niedobitek, 1999, Rickinson, 1996), 
musste für eine klinische Anwendung das Transformationspotential der EBV-basierten 
Vektoren ausgeschlossen werden. Es wurde bereits mehrfach die molekulare Natur der 
latenten EBV-Gene beschrieben, welche in der Regel zelluläre Funktionen nachahmen 
(Damania, 2004, Hammerschmidt, 2004, Kieff, 2001).  
Latente EBV-Gene sind von den meisten lytischen Genen, welche vermutlich nur die 
Virusproduktion unterstützen, funktional unabhängig. Daher lag die Vermutung nahe, 
dass latente EBV-Gene für die Synthese von Virionen entbehrlich sind. Die Herstellung 
des Helfergenoms für diese optimierte Verpackungszelllinie erfolgte über mehrere 
homologe Rekombinationsschritte in E. coli. Durch Austausch der Gensequenzen 
innerhalb homologer Abschnitte wurden im Helfergenom schrittweise genetische 
Modifikationen in die Gene von EBNA2, LMP1, EBNA3A-C, BZLF1 und TR eingeführt 
und diese Gene dadurch inaktiviert bzw. teilweise deletiert. Durch diese Eliminierung 
riskanter Gene wird die Entstehung von rekombinanten EBV-Partikeln mit 
immortalisierendem und lytischem Charakter selbst nach möglicher Rekombination 
zwischen Helfergenom und Genvektor verhindert.  
In der Literatur wurden bereits EBV-Mutanten beschrieben, denen einzelne Gene wie 
EBNA2 (Hammerschmidt, 1989), LMP1 (Dirmeier, 2003, Kaye, 1993), EBNA3A oder 
EBNA3C fehlen (Kempkes, 1995b, Tomkinson, 1993). Rekombinante Partikel dieser 
Mutanten waren nicht in der Lage, B-Zellen zu transformieren, oder wiesen einen stark 
beeinträchtigten Phänotyp auf. Um Mutationen im optimierten Helfergenom 
quantifizieren zu können, die das Immortalisierungspotential von EBV nicht vollständig 
inhibieren, aber dennoch wichtige Funktionen ausüben (Brielmeier, 1996, 
Hammerschmidt, 1989, Kempkes, 1995a), wurde ebenso wie in das Helfergenom der 
ersten Verpackungszelllinie die eGFP-Expressionskassette eingefügt (Delecluse, 1998). 
Ein neu beschriebenes, weniger zeitaufwendiges System zur Einführung genetischer 
Modifikationen in virale Genvektoren nutzt den Rekombinase-vermittelten Austausch 
von DNA (Nakano, 2005). 
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Andere latente Proteine wie LMP2A oder EBNA1 bewirken eine stabile Virus-Wirts-
Beziehung (Damania, 2004, Kieff, 2001). EBNA1 ist für die episomale Erhaltung des 
EBV-Genoms oder EBV-basierter Vektoren essenziell (Yates, 1996), wird aber 
ebenfalls mit EBV-assoziierten Erkrankungen in Verbindung gebracht (Kang, 2001, 
Kang, 2005, Kennedy, 2003, Wilson, 1996). Die Sicherheit der Verpackungszelllinie 
ließe sich durch die stabile Integration von EBNA1 in das zelluläre Genom der 
Verpackungszelllinie bei Deletion von EBNA1 auf dem Helfergenom weiter steigern. Ein 
funktionaler Austausch von EBNA1 durch ein Protein, bei dem die EBNA1-DNA-
Bindedomäne an die zellulären Chromatinkomponenten gebunden ist (Hung, 2001), 
könnte ebenfalls fortschrittlicher sein.  
Das Protein BZLF1 ist für die Aktivierung der frühen lytischen Gene als Übergang in 
den lytischen Zyklus essenziell, ohne diese Aktivierung ist eine Produktion von 
Viruspartikeln nicht möglich (Feederle, 2000, Kieff, 2001, Schepers, 1993). Die Deletion 
von BZLF1 auf dem Helfergenom verhindert einen Übertrag dessen auf den Genvektor. 
Selbst wenn es zur unkontrollierten Freisetzung BZLF- EBV-Partikeln kommen sollte, 
sind diese auf eine einzige Infektionsrunde beschränkt (Feederle, 2000, Kieff, 2001, 
Schepers, 1993). Ebenso wie BZLF1 wurden im letzten Schritt die terminalen 
repetitiven Verpackungssignale mittels homologer Rekombination deletiert. Dadurch 
wurde verhindert, dass bei der Herstellung infektiöser Viren das Helfergenom selbst 
verpackt wird.  
Bei allen gentherapeutischen Anwendungen mit viralen Vektoren birgt die Präparation 
der Genvektoren eine große Gefahr, da die Verunreinigung mit infektiösen und 
replikationskompetenten Helfervirionen zu deren unkontrollierten Verbreitung führen 
kann. Im Falle der EBV-basierten, optimierten Verpackungszelllinie ist jedoch das 
Risiko der Freisetzung von Helfervirus durch die eingeführten genetischen 
Modifikationen eliminiert.  
5.1.2 Etablierung der optimierten Verpackungszelllinie 293-VII+ 
Durch Immortalisierungsexperimente wurde im weiteren Verlauf eine quantitative 
Aussage über das Maß der Rekombination sowie die Beschaffenheit der rekombinanten 
EBV-Partikel getroffen. Während die in der TR-2/293-Verpackungszelllinie hergestellten 
EBV-Partikel eine geringe Anzahl an LCLs hervorriefen, konnte wie erwartet bei den in 
293-VII+ hergestellten Partikeln keine proliferierenden Zellen nachgewiesen werden.  
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Als eine besondere Ausnahme innerhalb der Familie der Herpesviren gilt die 
Eigenschaft von EBV, zwischen dem latenten und lytischen Zustand in vitro wechseln 
zu können. Diese außergewöhnliche Fähigkeit ermöglicht die Generierung einer 
stabilen Verpackungszelllinie, in der das EBV-Helfergenom in der latenten Phase 
solange ruht, bis der lytische Zyklus etwa durch transiente Transfektion von einem 
BZLF1-kodierendem Expressionsplasmid induziert wird. Ein weiterer Vorteil dieses 
Systems liegt in der Tatsache, dass das EBV-Helfergenom als Episom eine stabile 
Weitergabe der Information an die Tochterzelle ohne Integration in das Wirtsgenom 
gewährt. Dadurch wird das Risiko einer Integration ins Wirtsgenom und einer 
Aktivierung von Onkogenen, wie etwa bei Retroviren beschrieben, minimiert (Aiyar, 
1996, Cobrinik, 1991, Vora, 1994).  
Vor kurzem wurde ein weiteres System zur Herstellung rekombinanter EBV-Partikel mit 
höheren Effizienzen publiziert. Das EBV-Genom des Akata-Stammes aus Burkitt-
Lymphom-Zellen wurde in einen BAC-Vektor (bacterial artificial chromosome) kloniert 
(Brune, 2000, Kanda, 2004, Wagner, 2002). Als Produktionszelllinie dienten sowohl 
EBV+ und EBV- Akata-Zellen (Takada, 1991), welche mit den EBV-basierten 
Helfergenomen transfiziert wurden. Diese können durch Antikörper-vermittelte 
Quervernetzung membranständiger IgG-Moleküle induziert werden (Shimizu, 1996, 
Takada, 1984, Takada, 1989). Interessanterweise unterstützt nur die EBV+ Akata-
Zelllinie die episomale Formation des Helfergenoms, die EBV- Zelllinie jedoch nur nach 
Überexpression von EBNA1 (Kanda, 2004). Anders als in diesem System ist in der 
optimierten Verpackungszelllinie 293-VII+ eine episomale Etablierung des 
Helfergenoms ohne Überexpression von EBNA1 möglich.  
Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, eine stabile Verpackungszelllinie zu 
generieren, welche die Herstellung von rekombinanten EBV-Partikeln ohne 
Verunreinigung durch Helfervirus erlaubt. Es konnte nachgewiesen werden, dass diese 
Zelllinie den lytischen Zyklus von EBV unterstützt und reife Viruspartikel mit der 
genetischen Information der Genvektoren produzieren kann. Für die 
Verpackungszelllinie TR-2/293 war bereits gezeigt worden, dass die Verpackung von 
Genvektoren zu infektiösen Viruspartikeln führt (Delecluse, 1999, Wendtner, 2003). 
Dass nun die optimierte Verpackungszelllinie trotz der sieben Deletionen in der Lage ist, 
ebenso effizient wie TR-2/293 zu verpacken, konnte durch Infektionsexperimente mit 
Raji-Zellen bestätigt werden. Im Vergleich zur Wildtyp-Zelllinie 293-2089 lag der Titer 
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der produzierten Viruspartikel beider Verpackungszelllinien um ein hundertfaches 
niedriger. Dies kann aber bei Verwendung von humanen Wildtyp-γ-Herpesviren in der 
Gentherapie akzeptiert werden, da im Falle der optimierten Verpackungszelllinie die 
generierten Virionen keine viralen Onkogene transduzieren können.  
5.2 B-Zell-spezifische Transduktion  
5.2.1 Rekombinante EBV-Partikel aus der optimierten 
Verpackungszelllinie infizieren B-Zellen  
Die häufigsten virusbasierten Gentherapien richten sich gegen Krebserkrankungen, 
wobei etwa ein Tumor-Suppressor-Gen wie p53 eingeführt oder eine Anti-Tumor-
Immunantwort aktiviert werden kann (Edelstein, 2004, Relph, 2004). Ein EBV-basiertes 
Verpackungssystem eignet sich in besonderem Maße für Gentherapien von  
B-Zellmalignomen wie der B-CLL, da diese CD21 exprimieren und somit eine natürliche 
Bindungsstelle für EBV bieten. Das enge Wirtsspektrum von EBV erhöht die Sicherheit 
eines zielgerichteten Gentransfers. Diese Limitierung ist von Vorteil für eine Anwendung 
bei B-Zellen als Zielzellen, jedoch für eine breite Anwendung von Nachteil.  
Mit Überständen von induzierten 293-VII+-Zellen, die als Genvektor p1933 enthielten, 
ließen sich alle B-Zellarten infizieren. Allerdings zeigten alle B-CLL-Zellen eine 
niedrigere Infektionsrate als Raji-Zellen. Dies kann durch den Behandlungsstatus des 
Patienten verursacht sein, scheint aber mehr noch in der Natur der B-CLL-Zellen zu 
liegen. Im Vergleich zur Raji-Zelllinie sind B-CLL-Zellen in vitro weniger vital, sie 
proliferieren kaum und sind deshalb schlechter infizierbar. Ein weiterer Grund könnte 
die schwache Expression der Vitronectin-bindenden Integrine ανβ5 and ανβ3 sein, 
welche für die Internalisierung von Adenoviren als notwendig beschrieben worden sind 
(Cantwell, 1996, Wickham, 1993). Eine Aktivierung und Induktion der Proliferation sowie 
eine Steigerung der Vitalität und somit höhere Expressionsraten des Fremdgens in  
B-CLL-Zellen kann durch Zugabe von IL-2, IL-4, CD32-Feederzellen oder durch CD40-
Stimulierung mittels CD40-Antikörper erreicht werden (Crawford, 1993, Wendel-
Hansen, 1994).  
Die Auswertung der Infektionen erfolgte in der Regel durch Messung am 
Durchflusszytometer. Da sich aufgrund unterschiedlicher Messmethoden innerhalb 
verschiedener Arbeitsgruppen Schwankungen des Titers ergeben, ist der direkte 
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Vergleich zu anderen Veröffentlichungen schwierig. Im Verlauf dieser Arbeit variierte 
der Titer ebenfalls. Dies ist jedoch nach eigenen Beobachtungen hauptsächlich auf den 
Zustand der Verpackungszellen zurückzuführen. Eine Quantifizierung der im Überstand 
enthaltenen Partikel ist ebenso wichtig wie die Bestimmung des Titers der infektiösen 
oder transduzierenden Partikel, da Verunreinigungen und Variationen in der 
Infektionsaktivität auch die Effizienz, Toxizität und Immunogenität beeinflussen können 
(Kay, 2001). Eine standardisierte Methode zur Quantifizierung des Titers ist dringend 
notwendig, um die spezifische Aktivität eines Genvektors zu bestimmen.  
Die gewonnenen Virusüberstände wurden nur teilweise aufkonzentriert. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde durch Aufkonzentrieren eine überproportionale Erhöhung des Titers 
erreicht. Zellpopulationen wiesen nach Inkubation mit den aufkonzentrierten 
Überständen generell eine stärkere Intensität im Durchflusszytometer auf. Die p0588-
basierten Plasmide p1933, p3304 und p3460 zeigten fünf- bis zehnfache höhere 
Transduktionseffizienzen als die „kleineren“ p1913-basierten. Während diese ein etwa 
10-12kb kleines Genom besitzen, ist das der p0588-basierten Plasmide etwa 18kb 
groß. Neben oriP tragen die „großen“ Genvektoren den lytischen Replikationsursprung 
von B95-8 und das Gen der Hygromycintransferase. Da auch das p0588-basierte 
Plasmid p3460 mit supF als Selektionsmarker entsprechend hohe Effizienzen aufweist, 
müssen die Einbußen aus der „kleineren“ Genomgröße oder dem oriLyt des M-ABA-
Stammes entstehen. Obwohl speziell nach Infektion mit Überständen, die aus p2924 
hergestellt wurden, ein Antikörpertest und eine Antikörperfixierung durchgeführt wurden, 
erwies sich die Detektierung von hCD40L bzw. die Reproduzierbarkeit als extrem 
schwierig. Infektionen konnten nur mit aufkonzentrierten Überständen nachgewiesen 
werden. Mit Überständen aus dem „großen“ Genvektor p3304 konnte dagegen hCD40L 
im Durchflusszytometer analysiert werden.  
In der Literatur wurde ein retrovirales System beschrieben, bei dem die 
Transduktionseffizienz von pantropischen Partikeln durch das Konzentrationsverhältnis 
zwischen Genvektor und dem Expressionsplasmid der Hüllproteine kontrolliert wird, 
welches in diesem System transient kotransfiziert wird (Chen, 2005). Es wäre zu 
überlegen, ob in diesem EBV-basierten System die Produktion von rekombinanten 
Viren durch Optimierung der Konzentrationsverhältnisse zwischen Genvektor und 
Expression von Hüllproteinen, etwa durch Überexpression von gp350/220 oder gp85, 
gesteigert werden kann (Haddad, 1989, Miller, 1988, Molesworth, 2000, Oda, 2000).  
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Um eine Erhöhung der Immunogenität infizierter B-CLL-Zellen zu detektieren, wurde in 
einem IFN-γ-ELISA die Aktivierung von T-Zellen durch hCD40L-Stimulierung analysiert. 
Zur erhöhten IFN-γ-Sezernierung reichten bereits B-CLL-Zellen, die mit nur induzierten 
Überständen der Verpackungszelllinie 293-VII+ inkubiert worden sind. Alle Proben, die 
eine Steigerung darüber hinaus zeigten, wurden mit verpackbarem hCD40L-Plasmid-
Überständen inkubiert. Allerdings scheint der CD40L sowohl bei der Entwicklung als 
auch bei der Beständigkeit einer persistierenden EBV-Infektion eine Rolle zu spielen 
(Imadome, 2003). Nach Infektion aktiviert EBV die Induktion einer hCD40L-Expression 
und somit die Interaktion zwischen CD40L und CD40. Für eine antiapoptotische 
Wirkung von EBV und die B-Zell-Transformation ist neben der CD40L-CD40-Interaktion 
LMP1 notwendig. Somit scheint die EBV-induzierte CD40L-CD40-Interaktion 
zusammen mit LMP1 für das Überleben der Wirtszelle, für die B-Zell-Transformation 
sowie die B-Zell-Aktivierung verantwortlich zu sein (Busch, 1999).  
5.2.2 Exosomen übertragen Fremdproteine auf B-Zellen 
Im abschließenden Kapitel wurde das Phänomen des nicht-viralen Protein-Übertrages 
untersucht, welches vermutlich durch Exosomen verursacht wird. Dabei wurden die 
Eigenschaften der Exosomen sowie die Immunogenität eines Fremdproteins analysiert, 
welches durch diese auf B-Zellen übertragen worden ist.  
Die schwach eGFP+ Erscheinung der Negativkontrollen bei Transduktionsversuchen 
trat immer dann auf, wenn diese durch Induktion des lytischen Zykluses ohne weiteren 
verpackbaren Genvektor in der Verpackungszelllinie hergestellt wurde. Die deutlich 
schwächere Fluoreszenz-Intensität im Vergleich zu Überständen, die nach Transfektion 
eines verpackbaren Genvektors entstanden sind, deutete ebenfalls auf einen 
Proteintransport des translatierten eGFPs hin. Da der eGFP-Übertrag weder durch 
Zentrifugation noch Filtration der Überstände eliminiert werden konnte, scheinen die 
ursächlichen Überträger-Partikel sehr klein, unter 100nm, zu sein. Darüber hinaus 
konnte diese Art von eGFP-Übertrag nur bei B-Zellen nachgewiesen werden. Diese 
EBV-ähnlichen Infektionseigenschaften wären ein Hinweis auf die Existenz von 
spezifischen viralen Proteinen, etwa das Hüllprotein gp350/220, in der Membran der 
„Transport-Partikel“, die für einen B-Zelltropismus sorgen. Diese sogenannten 
Exosomen entstehen während der Exozytose und werden aus dem Lumen von 
multivesikulären Körperchen freigesetzt. Exosomen übertragen Proteine auf Zellen 
durch Binden an der Zelloberfläche, Fusion mit der Plasmamembran oder Endozytose.  
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In der Literatur gibt es Hinweise, dass Exosomen den Austritt viraler Partikel aus der 
Wirtsmembran unterstützen (Flanagan, 2003, Gould, 2003, Masciopinto, 2004, Nguyen, 
2003, Vazirabadi, 2003). Daher lag die Vermutung nahe, dass die Verpackungszelllinie 
293-VII+ nach Induktion des lytischen Zyklus Exosomen produziert, welche eGFP-
Protein, das vom Helfergenom kodiert wird aus dem Zytoplasma umschließen. In vitro- 
und in vivo-Studien zeigen eine Mitwirkung der Exosomen an nicht-zellulärer 
Kommunikation, welcher zum Transfer von Molekülen zwischen Zellen führt (Février, 
2004). Die Analyse der eGFP+ Raji-Zellen im Konfokalen Lasermikroskop nach 
Inkubation mit der Negativkontrolle zeigt eine Anlagerung der Exosomen, aber keine 
Internalisierung. Darüber hinaus wurde deutlich, dass diese Anlagerung bei 
gleichzeitiger EBV-Infektion derselben Zielzelle stattfinden kann, aber nicht muss.  
Es wurde beschrieben, dass Verpackungszellen mit TR- EBV-Genom nach Induktion 
des lytischen Zykluses viele leere Viruspartikel und sehr selten defekte infektiöse Viren 
produzieren, die das lytisch replizierte, TR- EBV-Genom enthalten (Feederle, 2005). 
Aufgrund homologer Rekombination könnten lytisch replizierte Konkatemer-Stücke, die 
mehr als ein einzelnes Genom tragen und ohne vorherige Trennung inkorporiert 
wurden, in eine virale Einheit mit intakten EBV-Genom zurückverwandelt worden sein.  
Mittels IFN-γ-ELISA konnte eine Aktivierung der autologen polyklonalen CMV-
spezifischen T-Zelllinie f46P und somit der Übertrag des Fremdproteins pp65 durch 
Exosomen auf B-Zellen nachgewiesen werden. Dazu wurde die Verpackungszelllinie 
293-VII+ mit dem nicht-verpackbaren Expressionsplasmid für pp65, sowie den 
Expressionsplasmiden für BALF4 und für BZLF1 transfiziert. Bereits der Überstand aus 
pp65 und BALF4 nach Infektion der mini-LCLs THV1 aktiviert T-Zellen zur IFN-γ-
Produktion, zusätzliches BZLF1 resultiert in einer weiteren Steigerung der 
Immunogenität. Anders als bisher vermutet, ist die Induktion des lytischen Zyklusses in 
diesem Fall nicht zwingend erforderlich.  
Im Anschluss daran wurden EBV- 293HEK-Zellen mit dem Expressionsplasmid für pp65 
und zusätzlich mit dem Expressionsplasmid für gp350/220 transfiziert. Durch IFN-γ-
Produktion konnte wiederum der pp65-Übertrag von den mini-LCLs THV1 auf die  
T-Zelllinie f46P nachgewiesen werden. Interessanterweise produziert auch die EBV- 
Zelllinie 293HEK Exosomen, die pp65 auf B-Zellen übertragen können. Des Weiteren 
wurde ein Anstieg der IFN-γ-Produktion bei Kotransfektion des Expressionsplasmid für 
gp350/220 deutlich. Ein Übertrag der Exosomen auf B-Zellen kann also durch die 
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Interaktion des überexprimierten EBV-Glykoproteins gp350/220 mit CD21 noch 
verstärkt werden.  
Auch aus Tumorzellen konnten in vivo und in vitro Exososmen isoliert werden, welche 
Tumorantigene sowie MHCI-Antigen exprimieren (Andre, 2002, Wolfers, 2001). Diese 
sind einerseits in der Lage, kostimulatorische Moleküle zur T-Zell-Aktivierung zu 
unterdrücken und führen somit zur Inhibierung der Immunzellen und zur Tollerierung 
des Tumors durch das Immunsystem (Kim, 2004, Taylor, 2003, Whiteside, 2005). 
Andrerseits kann eine Präsentation der Tumor-spezifischen Antigene aber auch zu 
einer Aktivierung von T-Zellen führen (Thery, 2002a, Wolfers, 2001).  
Dieser Übertrag durch Exosomen könnte zur Entwicklung eines DNA-freien Impfstoffes, 
etwa zur spezifischen Induktion von EBV-spezifischen Immunantworten, führen. Ein 
idealer Impfstoff sollte stabil, auf molekularer Ebene definiert sein und eine effiziente 
Immunantwort hervorrufen. Leere virale Partikel wurden bereits für die Vakzinierung 
gegen einige Viren, etwa Hepatitis B und Papillomavirus verwendet (Greenstone, 1998, 
Mandic, 2004). Für eine potentielle Anwendung der EBV-Vakzine muss die 
Immunogenität und Sicherheit dieser leeren Partikel noch besser erforscht werden. Ein 
prophylaktischer Impfstoff aus Exosomen gegen Krebs (Chaput, 2004b), auch in 
Verbindung mit dem CpG-Oligonukleotid als Adjuvans (Chaput, 2004a), ist bereits in 
einem Mausmodell untersucht worden (Altieri, 2004). Dabei haben Exosomen Tumor-
spezifische Immunität induziert und die Tumorentstehung verhindert. Eine Anwendung 
von Exosomen in der Immuntherapie gegen Krebs scheint vielversprechend zu sein. 
Erste Immuntherapie-Studien an Patienten mit Hautkrebs bzw. Lungenkrebs zeigten 
bereits vielversprechende spezifische Immunantwort, eine GMP-gerechte Herstellung 
der Exosomen war in beiden Fällen gewährleistet (Escudier, 2005, Morse, 2005).  
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5.3 Ausblick  
Im Bereich Gentherapie als modernes Therapeutikum wird seit etwa 20 Jahren 
geforscht. Große Hoffnung ruhte auf dem schnellen Erfolg, die Entwicklung allerdings 
ist von Rückschlägen gezeichnet und langsamer als erwartet. Denn obwohl von vielen 
viralen wie nicht-viralen Vektoren eine hohe Genübertragungsrate gezeigt worden ist, 
erwies sich deren Transduktionsrate in vivo als äußerst moderat. Während virale 
Vektoren höhere Transduktionsraten als nicht-virale haben, ist deren labortechnische 
Herstellung weitaus aufwendiger und bergen eine höhere Gefahr einer Immunreaktion 
(Thomas, 2003).  
Schwierig gestaltet sich auch die Regulation der Expressionshöhe und -dauer eines 
therapeutischen Gens in den Zielzellen. Darüber hinaus ist der Sicherheitsaspekt zu 
beachten. Vektoren müssen replikationsgeschwächt sein und die Gefahr der 
homologen Rekombination bestmöglich reduziert sein. Etwaige Genom-Integration 
sollte möglichst gezielt stattfinden und mögliche zytotoxische Reaktionen oder eine 
Überreaktion des Immunsystems vermieden werden.  
Eine Alternative zu Gentherapien wäre eine präventive Maßnahme, etwa gegen 
virusassoziierte Formen von Krebs. Viele virale Vektoren, die für Gentherapien 
verwendet werden, induzieren eine Immunantwort gegen virale Antigene. Da in EBV-
assoziierten Lymphomen praktisch alle Zellen das EBV-Genom tragen und latente 
Gene exprimieren, wohingegen nur wenige normale Zellen latent infiziert sind, wird an 
dem Einsatz von zielgerichteten Therapeutika gegen EBV zur spezifischen Eliminierung 
dieser Krebszellen geforscht (Israel, 2003).  
Der hier beschriebene Gentherapie-Ansatz mit Verabreichung von EBV-basierten 
Genvektoren ist für Patienten, die bereits mit Wildtyp-EBV infiziert sind, eine 
vergleichsweise sichere Anwendung. Diese Einschränkung gilt nicht nur bei EBV, ist 
aber bei den meisten anderen viralen Vektoren umstritten. Eventuell könnte die 
hCD40L-Aktivität durch Koexpression von Zytokinen wie IL-2 noch gesteigert werden. 
Auch die Verwendung von synthetischen Metalloproteinase-Inhibitoren könnten die 
Interaktion von CD40 und CD40L steigern (Contin, 2003). Bevor EBV-basierte 
Vektorsysteme für die klinische Anwendung eingesetzt werden, muss eine umfassende 
Auswertung der Risiken erstellt werden. Dennoch scheint EBV auf dem Gebiet der 
Gentherapie gegen B-Zell-Lymphome ein vielversprechendes System zu sein.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG  
Zur Bekämpfung von genetisch bedingten Krankheiten werden oft Medikamente 
eingesetzt, die nur die Symptome bekämpfen, ohne aber die Ursache des Leidens zu 
eliminieren. Mit Hilfe der Gentherapie, so die Hoffnung, soll der Krankheits-
verursachende Gendefekt durch therapeutische Fremdgene geheilt werden. In dieser 
Arbeit wurde eine auf EBV basierte Verpackungszellinie zur Herstellung von 
Genvektoren etabliert, welche unter Berücksichtigung aller derzeit bekannten 
Sicherheitsrisiken für eine Gentherapie optimiert wurde. Eine mögliche Anwendung für 
dieses EBV-basierte Gentransfersystem ist die Stimulierung von B-CLL-Zellen durch 
Expression des humanen CD40-Liganden. Dadurch sollen die Leukämiezellen einer 
Erkennung durch spezifische T-Zellen zugänglich gemacht werden. 
Für die Verwendung eines EBV-Genvektorsystems spricht unter anderem die hohe 
Effizienz der spezifischen Transduktion humaner B-Zellen, die große Fremdgen-
Kapazität und die Fähigkeit zur latenten Infektion und daher langandauernden 
Genexpression. Zudem repliziert EBV episomal, modifiziert also nicht das Zellgenom. 
Allerdings ist EBV ein potentielles Tumorvirus. Daher wurden alle fünf bekannten 
Onkogene sowie der Transaktivator BZLF1 aus dem Helfergenom entfernt. Durch 
Deletion der Verpackungssignale wurde das Helfergenom so modifiziert, daß es nicht 
selbst in Virionen verpackt und freigesetzt werden kann. Die Verpackungseffizienz der 
Helferzellinie konnte durch FACS-Sortierung verbessert werden. Das EBV-Helfergenom 
wurde aus dieser Zellinie 293-VII+ reisoliert und seine Integrität durch PCR und 
Restriktionslängenvergleich bestätigt. Selbst bei provozierter Rekombination wurden 
von der Verpackungszelllinie 293-VII+ keine Virionen freigesetzt, die B-Zellen 
transformieren können.  
Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Etablierung des therapeutischen 
hCD40L-tragenden Genvektors p2924 mit möglichst geringer Homologie zum 
Helfervirusgenom (TR und oriLyt als einzigen EBV-Sequenzen) und Verzicht auf 
Antibiotika-Selektionsmarker (stattdessen das nonsense suppressor-Transfer-RNA-Gen 
supF). Der bereits etablierte eGFP-tragende Genvektor p1933, welcher um etwa 6kb 
größer war und zusätzlich oriP trug, zeigte aber bessere Transfektionseigenschaften als 
p2924. Aus diesem Grund wurde unter anderem ein weiteres Genvektorplasmid 
konstruiert, bei welchem eGFP von p1933 durch hCD40L ersetzt wurde. Die Infektion 
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bzw. Detektion von hCD40L auf B-CLL-Zellen war nur mit aufkonzentrierten 
Virusüberständen reproduzierbar, die mit diesem Plasmid hergestellt wurden. Allerdings 
trägt dieser Genvektor Amp als Selektionsmarker. Daher wurde zuletzt exemplarisch in 
dem eGFP-tragenden „großen“ Plasmid Amp durch supF ersetzt.  
Bislang wurden zur Propagierung von supF-Plasmiden Bakterienstämme verwendet, 
die die amber-Mutationen auf einem extrachromosomalen Plasmid enthielten. Um die 
einfache Gewinnung reiner Plasmidpräparationen zu ermöglichen, wurde auf der Basis 
von DH10B ein neuer Bakterienstamm mit chromosomaler amber-Mutation etabliert. Es 
wurde gezeigt, daß dieser Stamm sich zur antibiotikafreien Selektion und Produktion 
von supF-tragenden Plasmiden eignet.  
Somit stellt 293-VII+ eine optimierte Verpackungszelllinie dar, mit der EBV-basierte 
Genvektoren effizient hergestellt werden können, die sowohl etablierte B-Zelllinien als 
auch primäre B-Zellen transduzieren. Die erreichbaren Titer waren mit denen 
vergleichbar, die von der Verpackungszelllinie der ersten Generation (TR-2/293) 
produziert wurden. Die Produktion von Interferon-γ durch T-Zellen war erhöht, wenn sie 
mit B-CLL-Zellen stimuliert wurden, die zuvor mit Überständen aus verpackbaren, 
hCD40L-tragenden Vektoren nach Induktion des lytischen Zyklus transduziert wurden. 
Dieses Ergebnis lässt auf Aktivierung des Immunsystems in vivo hoffen.  
Ein völlig neuer Aspekt, der im Rahmen dieser Arbeit erstmalig beobachtet werden 
konnte, war der Übertrag von eGFP-Protein aus der Verpackungszelllinie in 
Rezipientenzellen. Alle Beobachtungen lassen auf einen spezifischen Transfer des 
fluoreszierenden Proteins aus dem Zytoplasma der Verpackungszelle auf die 
Oberfläche der B-Zellen durch Exosomen schließen. Experimente mit dem 
Modellantigen pp65 zeigten, dass auch dieses Protein direkt übertragen werden konnte 
und dadurch die Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen induzierte. In ähnlicher 
Weise konnten auch in einem reduzierten System die parentalen 293HEK-Zellen nach 
Transfektion mit Plasmiden für das EBV-Glykoprotein gp350/220 und das Antigen pp65 
Überstände produzieren, die zu einer spezifischen Stimulation von T-Zellen führten. 
Diese Ergebnisse legen die zukünftige Entwicklung eines an EBV angelehnten 
Antigentransfersystems nahe, durch das mit Hilfe von B-Zellen als Stimulatoren eine 
spezifische T-Zellaktivierung erreicht werden kann.  









APCs Antigen-präsentierende Zellen (antigene presenting cells) 




CD Oberflächenantigen (cluster of determination) 
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dpm radioaktive Zerfälle (disintegrations) pro Minute 
E. coli Escherichia coli 
EBNA EBV-nukleäres Antigen 
EBV Epstein-Barr-Virus 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
eGFP verstärkt grün fluoreszierende Protein (enhanced green fluorescence protein) 
etc. et cetera 





HEK humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells) 
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LCL lymphoblastoide Zelllinie (lymphoblastoid cell line) 
LMP latentes Membranprotein 
MCS multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site) 
MHC Hauptkompartibilitätskomplex (major histocompatibility complex) 
min Minute 
n. d. nicht ermittelt (not determined) 
OD Optische Dichte 
oriLyt lytischer Replikationsursprung 
oriP plasmidaler Replikationsursprung 
pBLs primäre B-Lymphozyten 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 









SV40 Simian Virus 40 
Tab. Tabelle 





TR terminale repetitive Verpackungssignale (terminal repeats) 
Tris Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 
ÜN über Nacht 
UV Ultraviolett 
UZ Ultrazentrifuge 
VCA virales Hüllantigen (viral capsid antigen) 
vgl. vergleiche 
z. B. zum Beispiel 
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